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Spektroskopischer Nachweis 
des sauerstoffiibertragenden Ferments neben Cytochrom. 
Von 
Otto Warburg, Erwin Negelein und Erwin Haas. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 28. August 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 

Wie wir vor kurzem mitgeteilt haben! , sieht man bei der spektro- 
skopischen Untersuchung von Essigbakterien neben dem Cytochrom 
das sauerstoffiibertragende Ferment, dessen Eigenschaften man bisher 
nur durch Hemmungsmessungen und photochemische Messungen 
bestimmen konnte. 

1. Eisenkatalyse in aeroben Zellen. 


Das Schema 








1 2 3 
Og —> Ferro — Ferri — Ferro — Ferri —» Ferro — Ferri 
4 5 








— >» Ferro — Ferri — Ferro — Ferri — --- Alkohol 
soll andeuten, daB die Sauerstoffatmung aerober Zellen eine Katalyse 
ist, bei der eine Kette hintereinandergeschalteter Eisenverbindungen 
durch Valenzwechsel ihrer Kisenatome katalytisch wirkt. 1 ist das sauer- 
stoffiibertragende Ferment, 3, 4 und 5 sind die drei Komponenten des 
Cytochroms, 2 ist eine Eisenverbindung, deren Aufgabe es ist, 1 zu 
reduzieren und 2 zu oxydieren. 


Zwischen dem fiinften Eisenatom und dem Substrat (Gebiet der 
Punkte) wirken Fermente und Kofermente, deren chemische Kon- 
stitution und Wirkungsweise noch unerforscht ist und die wir 
Zwischenfermente nennen. 


1 Diese Zeitschr. 262, 237, 1933. 


Biochemische Zeitschrift Band 266. 








2 O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas: 


Nur die Ferroform der Eisenverbindung | reagiert mit molekularem 
Sauerstoff, nur die Eisenverbindung 1 ist also autoxydabel!. Im Ver- 
gleich zur Reduktion der Ferriform verliuft die Oxydation der Ferro 
form von 1 schnell, so daB im allgemeinen in atmenden Zellen dic 
Kisenverbindung 1 fast vollstandig in der Ferriform vorliegt. Dann 
ist die Atmung unabhingig vom Sauerstoffdruck ?. 

Hemmt man die Atmung (partiell) durch Kohlenoxyd, so ist der 
Atmungsrest abhingig®? vom Sauerstoffdruck, woraus hervorgeht. 
daB es die Ferroform der Eisenverbindung 1 ist, die mit dem Kohlenoxyd 
reagiert. Der Bruchteil dieser Eisenverbindung, der an Kohlenoxyd 
gebunden ist, scheidet fiir die Reaktion mit Sauerstoff aus. Kohlen- 
oxyd hemmt die Oxydation des sauerstoffiibertragenden Ferments. 

Die Blausiurehemmung der Atmung ist unabhangig*? vom Sauer- 
stoffdruck, woraus hervorgeht, daB es nicht die Ferroform der Eisen- 
verbindung 1 sein kann, die mit der Blausiure reagiert. Blausaéure 
hemmt nicht die Oxydation, sondern die Reduktion des sauerstoff- 
iibertragenden Ferments. 

Sieht man mit dem Spektroskop in atmenden Zellen Banden 
katalytisch wirkender Ferroverbindungen, so kénnen sie nach dem 
Gesagten nur dann Banden des sauerstoffiibertragenden Ferments sein, 
wenn sie durch Kohlenoxyd verschoben werden und wenn sie_ bei 
Sattigung mit Sauerstoff verschwinden, auch wenn die Atmung durch 
Blausdure gehemmt ist. Bekanntlich geniigt Cytochrom* diesen Be- 
dingungen nicht®. Die Ferrobanden des Cytochroms werden weder 
durch Kohlenoxyd noch durch Blausiure verschoben, sie bleiben bei 
Sattigung mit Sauerstoff, wenn die Atmung durch Blausiure gehemmt 
ist, unverandert bestehen. 


2. Essigbakterien. 


Bacterium Pasteurianum wurde auf alkoholhaltigem Bierwiirze- 
agar® bei 28° geziichtet und auf der Zentrifuge mit 0,9°,iger Koch- 
salzlésung gewaschen, bis die Substanzen des Nahrbodens entfernt 


waren. 


1 Auch unter einfacheren Bedingungen kann man sich davon tiberzeugen. 
daB es Haiminverbindungen gibt, deren Ferroform nicht mit Sauerstoff 
reagiert. Z.B. wird aus Hefe extrahiertes Cytochrom c nicht oxydiert, 
wenn man die wasserige Lésung der Ferroform mit Sauerstoff schiittelt. 
Eine in wiasseriger Lésung nicht autoxydable Haminverbindung ist auch 
das Helicorubin (vgl. M. L. Anson u. A. E. Mirsky, J. of Physiol. 60, 221, 
1925). 

2 Diese Zeitschr. 214, 5, 1929. 

3 Ebenda 189, 354, 1927 (Blausaéureversuche S. 372, Theorie des 
Cytochroms 8. 371). 

4 D. Keilin, Proc. Roy. Soc. London B. 98, 312, 1925. 

5 Nahrboden vgl. diese Zeitschr. 255, 247, 1932. 
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Spektroskopischer Nachweis des sauerstoffiibertragenden Ferments. 3 


In reiner Kochsalzlésung verbrauchen die Bakterien keinen Sauer- 
stoff. Sattigt man also Bakterien, die in reiner Kochsaizlésung suspen- 
diert sind, mit Sauerstoff, so sind und bleiben die Bedingungen aerob, 
wie konzentriert die Zellsuspension auch sein mag. 

Gibt man Athylalkohol zu der Bakteriensuspension, so tritt ein 
Sauerstoffverbrauch auf (Oxydation des Alkohols zu Aldehyd und Essig- 
siure), der bei 25° pro Stunde und Milligramm Bakterientrocken- 
gewicht 1000 emm betrigt (Qp, 1000). Diese selbst fiir Bakterien 
ungewohnlich groBe Atmung bewirkt, daB konzentrierte alkoholha!tige 
Zellsuspensionen sauerstofffrei sind, wenn man nicht sehr kraftig mit 
Sauerstoff durchliiftet. 


3. Versuchsanordnung (vgl. Abb. 1). 

Die senkrecht stehende Spirale einer Niedervoltmetallfadenlampe 
(15 Volt, 11 Amp.) wird in der Mitte eines Quarztrogs, dessen plan- 
parallele Wande 1 cm Abstand haben, abgebildet. Der Trog enthalt 
die Suspension der Essigbakterien. Es ist wichtig, daB nur die Mitte 
der Zellsuspension bestrahlt wird, da sonst stérende Reflexionen von 
den Seitenwanden her auftreten. Um Erwarmung der Zellen waihrend 
der Bestrahlung zu vermeiden, ist in den Strahlengang eine saure 
20°, ige Ferrosulfatlésung (Schichtdicke 3 cm) eingeschaltet. Beob- 
achtet wird mit dem Handspektroskop von Schmidt und Haensch, 
dessen Spalt so nahe wie méglich an die Hinterwand des Trogs heran- 


gebracht wird. 
os 
(b) We 





Abb. 1. 
L = Halbwattlampe mit senkrecht stehender Glihspirale (15 Volt, 11 Amp.). A = Kondensor. 
F = Wiarmeschutzfilter (20°/,ige saure Lisung von Ferrosulfat, Schichtdicke 3em. S = Blende. 
@ = Quarztrog mit Kapillarstopfen, der die Zellsuspension enthalt. H = Handspektroskop. 
Bei allen Versuchen waren die Bakterien in 0,9°,iger Kochsalzlésung 
suspendiert. Die geeignete Suspensionsdichte ist 8 Vol.-°,, fiir die Beob- 
achtung des Cytochroms und 25 Vol.-°, fiir die Beobachtung des sauerstoff- 


iibertragenden Ferments. 


4. Das Cytochrom der Essigbakterien. 


Betraigt die Zelldichte bei der spektroskopischen Untersuchung 
8 Vol.-®%, so sieht man unter anaeroben Bedingungen (alkoholhaltige 
Kochsalzlésung) in Essigbakterien drei Cytochrombanden!: 550 mu 


! Diese Zeitschr. 255, 247, 1932. 








4 O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas: 

(stark), 553 mu (stark) und 563 my (schwach). Eine Cytochrombande 603 
bis 605 mu, die in allen anderen bisher untersuchten Zellen angetroffen 
wurde, fehlt in Essigbakterien. (Fiir Bickerhefe gibt D. Keilin' an: 
550, 565 und 605 mu.) Betragt die Zelldichte bei der spektroskopischen 
Untersuchung 25 Vol.-°%, so gehen die Banden 550 und 553 mw. inein- 
ander iiber, und man sieht nur zwei Banden, eine sehr starke bei 550 
bis 553 my. und eine starke bei 563 mu. (Eine Bande 605 mu. erscheint 
auch dann nicht.) 

Im iibrigen verhalt sich das Cytochrom der Essigbakterien wie das 
Cytochrom anderer Zellen. Sattigt man die Bakterien mit Sauerstoff, 
so geht die Ferroform des Cytochroms in die Ferriform tiber und die 
Cytochrombanden verschwinden. Sattigt man die Bakterien bei Gegen- 
wart von Blausiure mit Sauerstoff, so bleiben die Cytochrombanden 
unverandert bestehen. Blausiure hemmt die Oxydation des Cytochroms. 
Die Cytochrombanden der Essigbakterien bleiben auch unverandert 
bestehen, wenn man die Bakterien mit Kohlenoxyd, selbst von 60 Atm. 
Druck2, sattigt. Das Cytochrom der Essigbakterien reagiert also nicht 
mit Kohlenoxyd. 

5. Die Bande im Gelb bei 589 mu. 

Steigert man die Zelldichte von 8 auf 25 Vol.-°,, so erscheint 
unter anaeroben Bedingungen (alkoholhaltige Kochsalzlésung) neben 
den nunmehr sehr starken griinen Cytochrombanden (550 bis 553 mu. 
und 563 mu) eine schwache, etwas verschwommene Bande im Gel! 
um 589 mu. Man kann die Bande 589 my verstirken und verscharfen, 
indem man zu der Zellsuspension etwas sauerstofffreie Blausiure 
('/199 Mol pro Liter Zellsuspension) zusetzt (Theorie der Verstarkung 
vgl. Abschnitt 7). 

Schiittelt man die blausdurefreie Zellsuspension mit Sauerstoff, 
so verschwindet die Bande 589 my. mit den beiden Cytochrombanden. 
Unterbricht man das Schiitteln, so erscheinen fast sofort die drei Banden 
wieder. 

Schiittelt man die blausdurehaltige Zeilsuspension mit Sauerstoff, 
so verschwindet die Bande im Gelb wie vorher, wahrend die beiden 
Cytochrombanden im Griin unverandert bestehen bleiben. Unter- 
bricht man das Schiitteln, so erscheint nach langerer Zeit auch die gelbe 
Bande wieder. Die Bande 589 my verhalt sich also gegen Blausiure 
so, wie sich nach Abschnitt 1 eine Bande des sauerstoffiibertragenden 
Ferments verhalten muB. Hemmt man die Atmung durch Blausiure. 
so ist die Reduktion, nicht wie im Falle des Cytochroms die Oxydation. 
des Katalysators gehemmt. 


1 Proce. Roy. Soc. London B. 98, 312, 1925; 100, 129, 1926. 
2 A. Reid, diese Zeitschr. 242, 159, 1931. 
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Spektroskopischer Nachweis des sauerstotfiibertragenden Ferments. d 


Sattigt man die Zellsuspension mit Kohlenoxyd, so wandert dic 
Bande 589 nach 593 mu (wahrend die Lage der Cytochrombanden 
unverandert bleibt). Man beobachtet diese Verschiebung, indem man 
die Spektren von zwei gleichen Zellsuspensionen iibereinander projiziert 
und dann in die eine der beiden Suspensionen Kohlenoxyd einleitet. 
Enthalt dabei die andere Zellsuspension Blausiure, so ist die Ver- 
schiebung, weil dann 589 my deutlicher ist, besonders schén zu sehen. 

F. Kubowitz und E£. Haas' haben aus photochemischen Messungen 
berechnet, daB die Kohlenoxydverbindung des sauerstoffiibertragenden 
Ferments der Essigbakterien ihre langwelligste Bande im Gelb, um 
590 mu, hat. Die spektroskopisch gefundene Lage dieser Bande stimmt, 
innerhalb der Fehlergrenzen der photochemischen Messungen, mit der 
berechneten Lage tiberein. 

Wir haben das sauerstoffiibertragende Ferment bisher nur in 
Essigbakterien, nicht aber in Hefe oder in anderen sauerstoffatmenden 
Zellen spektroskopisch gesehen. Vielleicht enthalten die Essigbakterien, 
die zehnmal so stark atmen, wie Hefezellen, besonders viel sauerstoff- 
iibertragendes Ferment. Vielleicht ist es auch giinstig, daB in Essig- 
bakterien die langwellige Cytochromkomponente 605 mu. fehlt, die das 
gelbe Spektralgebiet beschatten und so die relativ schwache Ferment- 
bande im Gelb verdecken kénnte. 


6. Die Bande im Rot bei 639 mu. 

Wenn Blausiure weder mit der Ferroform des sauerstoffiiber- 
tragenden Ferments noch mit der Ferroform des Cytochroms reagiert, 
so bleiben als mégliche Angriffspunkte (vgl. Schema in Abschnitt 1) 
nur die Ferriform der Eisenverbindung 1 oder Ferro- oder Ferriform der 
Eisenverbindung 2. Die Ferriformen der drei Cytochromkomponenten 
(Eisenverbindungen 3, 4 und 5) scheiden als Angriffspunkte der Blau- 
saure aus, weil die Oxydation des Cytochroms durch Blausiure gehemmt 
wird. 

Wir haben bei der spektroskopischen Untersuchung von Kssig- 
bakterien, deren Atmung durch Blausiure gehemmt ist, eine Bande 
im Rot bei 639 mu gefunden, die nach ihrer Lage von der Ferriform 
einer Haminverbindung herriihrt. 

Sattigt man 25 vol.-%,ige Suspensionen von Essigbakterien in 
reiner (alkoholfreier) Kechsalzlésung mit Sauerstoff, so sieht man bei 
der spektroskopischen Untersuchung weder die Cytochrombanden noch 
die Ferrobande des sauerstoffiibertragenden Ferments. Eine sehr 
schwache Bande im Rot, bei 648 muy, ist vielleicht vorhanden. 


1 Diese Zeitschr. 255, 247, 1932. 








6 O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas: 


Gibt man Blausiure zu der Zellsuspension, so tritt eine sehr 
deutliche Bande bei 689my auf. Die zur Erzeugung der Bande 
639 mu erforderlichen Konzentrationen von Blausdure, die immer als 
freie Blausdure zugesetzt wurde, waren: 





Blausiure- 
konzentration 


Mole’ Liter 


Spektroskopischer Befund 
im rot 


0 a 
10-5 639 mu schwach und undeutlich 
10-4 639 mz sehr deutlich 

10-4 639 mz noch etwas deutlicher 
10-2 Kein Unterschied gegen 10-* 


Fiir Zellen der gleichen Suspension wurde die Atmungshemmung 
nach Zusatz von 1°, Alkohol bei verschiedenen Blauséiurekonzentratio- 
nen gemessen. 10-°n Blausiure hemmte die Atmung schwach, 10-4 n 
Blausiure hemmte stark, 10°-3n Blausiure hemmte vollstandig. Die 
Bande 639 mu tritt also mit der Atmungshemmung auf und ist voll 
ausgebildet, wenn die Atmungshemmung vollstandig ist. 

Wie die Atmungshemmung durch Blausdure, so ist auch der 
chemische Vorgang, der die Bande 639 mu erzeugt, reversibel. Die 
Bande 639 mu wurde durch 10-*n Blausiure erzeugt. Wurden die 
Bakterien dann viermal mit (alkoholhaltiger) Kochsalzl6sung gewaschen. 
so war die Bande 639 my schwacher geworden, die Atmungshemmung 
von 100 auf 48 °,, zuriickgegangen. Nach weiterem dreimaligen Waschen 
mit (alkoholfreier) Kochsalzlésung war die Bande 639 mu nicht mehr 
erkennbar, die Atmungshemmung betrug nur noch 6°). 

Erzeugt man die Bande 639 my durch Zusatz von Blausaure zu 
Zellen, die in reiner Kochsalzlésung suspendiert sind und fiigt dann 
Alkohol hinzu, so bleibt die Bande 639 my unverandert bestehen, 
waihrend die Cytochrombanden erscheinen. Blausiure hemmt, wie 
also nunmehr direkt spektroskopisch gesehen werden kann, die Reduktion 
einer Ferrihiminverbindung. 

Es ware nun am einfachsten anzunehmen, daB die Ferrihamin- 
bande, die bei Zusatz von Blauséure auftritt, die Blausiureverbin- 
dung der Ferriform des sauerstoffiibertragenden Ferments ist. Wie 
Kohlenoxyd die Ferroform, so wiirde dann Blausaure die Ferriform 
des sauerstoffiibertragenden Ferments blockieren und dadurch die 
Atmung hemmen. 


Gegen diese Auffassung spricht, daB es Bedingungen gibt, unter 


denen man die voll ausgebildete Bande 589 muy, d.h. die Ferroform 
des sauerstoffiibertragenden Ferments, neben der voll ausgebildeten 
Bande 639 mu. sieht. 
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Spektroskopischer Nachweis des sauerstoffiibertragenden Ferments. 7 


Eine 25 vol.-°,ige Suspension von Essigbakterien in reiner Koch- 
salzlésung wird in zwei Teile geteilt. Zu dem einen Teil gibt man Alkohol 
(1°) und erzeugt dadurch die Bande 589 mu. Fiigt man dann zu beiden 
‘Teilen Blauséure (10-*n), so erscheint in beiden Teilen die voll aus- 
gebildete Bande 639 mu. Eine Bande 589 my ist dabei in dem alkohol- 
freien Teil nicht zu sehen, wahrend in dem alkoholhaltigen Teil die 
Bande 589 muy bei Zusatz der Blausiure erst voll ausgebildet wird. 
DaB die Banden 639 my in beiden Teilen gleich stark sind, sieht 
man, wenn man die Absorptionsspektren beider Teile iibereinander 
projiziert. 


Aus dem Versuch folgt mit groBer Wahrscheinlichkeit, daB die 


Banden 589 und 639 mu von zwei nicht nur in bezug auf die Oxy- 
dationsstufe des Eisens — verschiedenen Haminverbindungen her- 


rihren. In die Kette der sauerstoffiibertragenden Hamine ware dann 
hinter dem sauerstoffiibertragenden Ferment, aber vor den drei Cyto- 
chromkomponenten, eine Eisenverbindung einzufiigen, dessen Aufgabe 
in der Atmung es ware, die Ferriform des sauerstoffiibertragenden 
Ferments zu reduzieren und die Ferroform einer Cytochromkomponente 
zu oxydieren. In dem Schema des Abschnittes 1 ist dies die Eisen- 
verbinduny 2. 


+. Theorie der Bande 639 mu. 


Verhindert man die Atmung der Essigbakterien, indem man ihnen 
den Sauerstoff oder den Alkohol entzieht, so treten an Stelle des 
stationdaren Zustandes Gleichgewichte, in denen die Quotienten Ferri- 
form/ Ferroform fiir jede Himinverbindung verschiedene Werte haben 
werden. Wir unterscheiden das aerobe Gleichgewicht, das sich in sauer- 
stoffgesattigten aber alkoholfreien Bakterien einstellt und das anaerobe 
Gleichgewicht, das sich in sauerstofffreien, aber alkoholhaltigen 
Bakterien einstellt. Dabei kann man unter Umstainden aus dem 
, Schwarzungsgrad** der Banden die Quotienten Ferriform/ Ferroform 
groBenordnungsmabig schatzen. 


Wir beschrinken uns auf die Gleichgewichte zwischen dem sauer- 
stoffiibertragenden Haimin (Haimin 1) und dem in der Kette darauf- 
folgenden Hamin (Hamin 2). Sind die Normaloxydationspotentiale 
der beiden Hamine £, und £, Volt, so haben wir, wenn Gleichgewicht 
zwischen den Haminen herrscht, in Volt: 

Fe 


Fe , ‘e, 
E, + 0,06 log —* = E, + 0,06. log—? — - at 
Fe, . Fe, 


E, sei groBer als Ey. Setzen wir etwa 


k + 0,2 Volt, Ey = + 0,38 Volt, 





8 O. Warburg, FE. Negelein u. E. Haas. 


so haben wir im Gleichgewicht in Volt 


A) 


C9 
Fe,” 


Fe 


tH 
0,2 + 0,06 log F = + 0,38 + 0,06. log 


1 
et 
Fe, Fe, 
Fe, Fe, 

Im aeroben Gleichgewicht liegt Hamin | fast vollstandig in der oxy- 
dierten Form vor (Fehlen der Bande 589 mu). Setzen wir aerob 
_ ’ 
Fe, 


Fe, 


d.h., im Gleichgewicht ist 1000mal so groB wie 


100, 


so muB nach (II) sein: 
Fe,*+4 


0,1, 
Fe,” 


d.h., auch unter aeroben Bedingungen ist Haimin 2 im wesentlichen 
reduziert. 

Blausaéure fangt die oxydierte Form des Himins 2 (Fe,°’) ab und 
bewirkt so, daB Hamin 2 im wesentlichen in die oxydierte Form uber- 
geht (starke Bande bei 639 muy). 

Im anaeroben Gleichgewicht liegt Hamin 1 zum Teil in der oxydierten, 
zum Teil in der reduzierten Form vor (schwache, unscharfe Bande bei 
589 mu). Setzen wir anaerob 

Fe, ++ 
Fe,’ 
so mu8 nach (II) sein: 
Fe, 
Fe,’ 


Blauséure fangt wieder die ox)dierte Form des Hamins 2 (Fe, ) 
ab und bewirkt so, daB Hamin 1 das Hamin 2 oxydiert (Auftreten 
von 639 mu, dabei Verstérkung von 589 my). 

Die Theorie erklirt das spektroskopische Verhalten der neuent- 
deckten Bande 639 my durch das Zusammenspiel von zwei Haiminen 
verschiedenen Oxydationspotentials. Der schwache Punkt der Theorie 
ist, daB die bisher bekannten Blauséure-Ferri- Haminverbindungen 
keine Banden im Rot haben. Versetzt man beispielsweise das ge- 
wohnliche Methamoglobin mit Blausiure, so verschwindet die Bande 
im Rot und an ihre Stelle tritt eine unscharfe Bande im Griin. 


= 0,001. 
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Studien iiber die Aminosulfonsiuren. 


Ill. Mitteilung: 


Die Dissoziationskonstanten der Taurinderivate. 


Von 


Bertil Josephson. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
Stockholm.) 


(Eingegangen am 14, August 1933.) 


Im AnschluB8 an die in friiheren Arbeiten mitgeteilten Bestimmungen 
der Dissoziationskonstanten von teils Taurin (5), teils den gew6hnlicheren 
Gallensiuren (6), erschien es mir von Interesse, auch die Dissoziations- 
verhaltnisse bei einigen Taurinderivaten zu untersuchen, um daraus 
die Anwendbarkeit der Bjerrumschen Theorie auf derartige Substanzen 
nachzupriifen. Die Substanzen, die mir zur Verfiigung standen, waren 
folgende: Methyltaurin, Dimethyltaurin, Propyltaurin, Heptyltaurin, 
Phenyltaurin, Benzyltaurin, Benzol-p-carbonsiure-f-amino-athan-z- 


sulfonsaure, hier ,,Benzoesiuretaurin® bezeichnet, sowie Benzoyltaurin. 
¥ ‘ . - =e 5 
Uber Darstellung und Analyse dieser Substanzen ist in friiheren Arbeiten 
berichtet worden (7) (8). 


1. Historik. 


Die Dissoziationskonstanten der Aminosulfonsdéuren bieten ein be- 
sonderes Interesse. Diese Saéuren enthalten naimlich eine Atomgruppe, 
—NH,, mit schwach alkalischen Eigenschaften und eine Sulfonsiure- 
gruppe, — SO,OH, mit sehr stark saurem Charakter. Trotz der ausgepragt 
starken Aziditaét der SO,QOH-Gruppe reagieren doch die meisten Amino- 
sulfonséuren in wasseriger Lésung neutral oder nur schwach sauer. Schon 
Winkelblech (10) nahm deshalb an, daf dieses Verhalten, was Taurin 
betrifft, auf eine innere Salzbildung zuriickzufiihren sei. Diese Theorie 
konnte jedoch nicht die auffallend geringe Dissoziationskonstante erklaren, 
die man bei mehreren dieser Sauren fand. Bei Taurin dagegen stellte Winkel- 
blech die Dissoziationskonstante mit 1,6. 10° fest. Andrews und Schmidt (1) 
bestimmten sie zu 1,8.10°%. Eine spitere Bestimmung der Dissoziations- 
konstante wurde von mir (5) ausgefiihrt, die einen noch niedrigeren Wert, 
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5,77. 10°", ergab. Von Winkelblech (10), Ostwald (9) und Ebersbach (3) ist 
die Dissoziation zahlreicher aromatischer Aminosulfonsauren untersucht 
worden. 


Fiir die Tatsache, daB die sonst starke Sulfonsiuregruppe eine so 
niedrige Dissoziationskonstante bei den Aminosulfonséuren und besonders 
beim Taurin ergibt, fand Bjerrum (2) mit seiner Theorie tiber die Dissozia- 
tionskonstanten der Ampholyten eine definitive Erklarung. Er nahm an, 
daB das, was bisher als die saure Dissoziationskonstante, ky, betrachtet 
wurde, eigentlich die Hydrolysekonstante der Aminogruppe sei, wiahrend 
es sich bei der Dissoziationskonstante der Aminogruppe, /;, die bei diesen 
Sauren so gering ist, daB sie nicht oder nur kaum bestimmt werden kann, 
um die Hydrolysekonstante der Sulfonséiuregruppe handelt. Die eigentliche 
saure bzw. basische Dissoziationskonstante (Kx, Ay) kann aus den alten 
Werten nach folgender Formel berechnet werden: 


‘ k 
Ky, — und KK, = 


ky, 


u 


(1) 


wo k, die Dissoziationskonstante des Wassers darstellt, nach Bjerrum 
bei 18° = 10-1418, 

Auf diese Weise erhalt man Dissoziationskonstanten sowohl fiir die 
Aminogruppe als auch fiir die Sulfonséiuregruppe, welche in Einklang mit 
dem Dissoziationsverhalten dieser Gruppen in anderen Verbindungen 
stehen. Eine praktische Stiitze fiir die Richtigkeit der Bjerrumschen 
Theorie bedeuten Harris’ (4) Untersuchungen iiber Veranderungen in den 
Titrierkurven bei Taurin und anderen Aminosaéuren nach Zusatz von 
Formaldehyd. 

Durch Bjerrums Theorie fand auch die hochgradige Aziditaét der 
Taurocholséure ihre Erklirung. In dieser Siure ist, wie zuvor erwahnt, 
die Cholsiure durch eine Peptidbindung an Taurin gebunden, wodurch 
die alkalischen Eigenschaften der Aminogruppe aufgehoben werden; irgend- 
welche innere Salzbildung kommt hier nicht in Frage, so daB sich die starke 
Aziditat der Sulfonséiuregruppe ge!tend macht. 


2. Methodik. 


Ich habe m 100 Lésungen der Taurinderivate benutzt. Fiir Benzoe- 
siuretaurin, das eine zweibasische Saure darstellte, ist diese Lésung also 
0,02 n, fiir die iibrigen Taurinderivate 0,01n. Die Losungen wurden 
mit NaOH titriert. Simtliche p,,-Bestimmungen wurden mit der 
H,-Pt-Elektrode ausgefiihrt. Im iibrigen waren die Versuchsbedingungen 
den zuvor beschriebenen (6) vollkommen gleich. Auch die Art der 
Bezeichnung ist dort wiederzufinden (mit Ausnahme davon, da C 
hier molare Konzentration der zugesetzten Saure bedeutet). Leider 
verfiigte ich nicht iiber geniigend Material, um die Dissoziations- 
konstanten bei variierender Gesamtionenkonzentration bestimmen zu 
kénnen. Ich habe mich deshalb darauf beschrinken miissen, diese bei 
konstanter KCl-Konzentration zu bestimmen. Dabei wahlte ich einen 
KCl-Gehalt von m, 10. 
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3. Die Berechnungsweise. 


Die Dissoziationskonstanten der Taurinderivate wurden aus den 
Hydrolysekonstanten nach Bjerrum berechnet. Diese wurden ihrerseits 
durch die elektrometrische Titration bestimmt. Nur fiir Benzoyltaurin, 
das nicht als amphoter zu betrachten ist, wurde gegebenerweise die Disso- 
ziationskonstante direkt bestimmt. 


Fiir die Berechnung der Hydrolysekonstanten, Dissoziationskonstanten 
im alteren Sinne, wurden folgende Formeln angewandt : 


gt —s C : NaQH—H 
k ah NaOH + H 


und 


Py Pi — log y = Pp + Q5 |  . 

Da hier alle lonen einwertig sind, ist ~ — molare Konzentration. Was 
die Ableitung der obenstehenden Formeln und die Berechnung von deren 
Faktoren angeht, wird auf vorige Arbeit (6) hingewiesen. 

Fiir Benzoesauretaurin, das eine zweibasische Séure darstellt, gilt 
Formel 2 nur fiir die erste Dissoziationskonstante; fiir die Berechnung der 
zweiten wurde Formel 4 angewandat. 

‘ 4] 2 C—NaOH—H 4 
yy ) - - anes (4) 
Pk, ~~ Pan © 8 NaOH—C + H 

Selbstverstandlich gilt diese Methode, die beiden Dissoziations- 
konstanten zu berechnen, nur innerhalb der p,-Gebiete, wo nur die erste 
bzw. nur die zweite Dissoziation besteht. Innerhalb der p,-Gebiete, wo 
einwertige sowie zweiwertige lonen von Benzoesaéuretaurin und die un- 
dissoziierte Saure gleichzeitig existieren, wurde sie nicht angewandt. 

Der Exponent fiir die zweite Dissoziations- bzw. Hydrolysekonstante 
wurde mit Hilfe nachstehender Formel gefunden: 


Py 


P,., — log y P,, + 1,5 Vu. (5) 


2 

In diesem Falle machte s« die Summe von ,,the ionic strength‘ fiir 
KCl und fiw das dissoziierte Benzoesiuretaurin bzw. fiir dessen Na-Salz 
aus. Fiir KCl, das ein uni-uni-valentes Salz ist, ist molare Konzentra- 
tion, hier also 0,1. Die molare Konzentration, c, fiir die freien Anionen von 
Benzoeséuretaurin ist nach dem Gesetz der Elektroneutralitat: 
NaOH +H 

5) 


(6) 


Hierbei wurde eine unbedeutende Approximation gemacht. Das 
einwertige Ion des Benzoesaéuretaurins, nachdem nur ein H abdissoziiert 
ist, wurde namlich in Angleichung an das vollstandig dissoziierte Benzoe- 
sdiureion als zweiwertig berechnet. Eine einfache Berechnung erweist, dal 
diese Approximation nicht auf das Resultat fiir p, einwirkt. 

Aus (6) erhalt man danach 

. NaOH + H 
65.1.2.3 — 


u“ 
™ Benzoesiuretaurin Jide 9 ’ 


also wird fiir die KCl-haltige Lésung von Benzoesaéuretaurin 


u = O01 + 1.5(NaOH + H*). 
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Aus den erhaltenen Werten fiir p, wurde der Exponent fiir die eigent- 
lichen basischen Dissoziationskonstanten nach Bjerrum mit Hilfe folgender 
Formel berechnet : 

PeB == Pew — Pr 14,13 — p,. 
Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen III bis X zusammengestellt. 

In Tabelle II sind der Vollstandigkeit halber die friiher veréffentlichten 
Versuchsergebnisse fiir Taurin (5) angefiihrt. Sie wurden hier in Angleichung 
an die iibrigen Werte mit Hilfe der Quadratwurzelformel fiir log y be- 
rechnet, wiéihrend ich in der vorigen Veréffentlichung Bjerrums Kubik- 
wurzelformel angewandt habe. Dies erklart einige unbedeutende Differenzen. 
Die Taurinlésung war 0,05 mol., wahrend die anderen Substanzen in 0,01 mol. 
Lésung untersucht wurden. Weiterhin ist zu bemerken, da®B fiir Taurin 
die n/10 Kalomelelektrode zur Anwendung kam, wahrend bei den anderen 
Substanzen mit der gesaéttigten Kalomelelektrode gearbeitet wurde. 


4, Erérterung der Resultate. 

Tabelle I enthalt eine Zusammenfassung iiber die Mittelwerte 
von p,, sowie die daraus berechneten p,, px, und Kp, baw. fiir Benzoyl- 
taurin AK, und fiir Benzoesiuretaurin Ky, und Ky. 

Weiterhin habe ich versucht, diese Substanzen potentiometrisch 
mit HCl zu titrieren. Es zeigte sich dabei, daB sie wohl die Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Salzsiure herabsetzten, aber in so duBerst 
unbedeutendem Grade, daB der Unterschied annaihernd im Bereich der 
geringen Fehlergrenze der Methodik lag. Ich konnte deshalb keine 
konstanten Werte fiir p,, erhalten. Dieser variierte fiir jede Substanz 
ungefaihr zwischen 14 und 18, gleich einer Ky von 1 zu 2500. 


Tabelle I. 





P=) Pp Pre Prs, Ky Ky, Kj. 10° 

Benzoyltaurin . 1,50*  1,66* 2,19.10-2* 
Benzoesaure- 

taurin 1 . . 3,35 3,51 10,62 0,24.10-° 
Benzoesiure- 

taurin 2. . 5,79 5,97 8,16 6,92.10° 9 
Phenyltaurin . 3,65 3,81 (10,32 0,48.10-° 
Benzyltaurin . 8,30 8.46 | 5,67 0.21 
Dimethyltaurin 8,34 8,50 5,63 0,23 
Taurin. .. . 9,17 9,30 4,83 1,48 
Heptyltaurin . 9,28 9,44 4,69 2,04 
Propyltaurin . 9,29 945 4,68 2,09 
Methyltaurin . 9,37 9.53 4,60 2,51 


* Nur Anniherungswert. 


Im Benzoyltaurin trat die eigene Starke der Sulfonsiuregruppe 
hervor, nachdem die Aminogruppe mit ihren basischen Eigenschaften 
durch die Benzoylierung gebunden und der Zwittercharakter auf- 
gehoben war. Seine hohe Dissoziationskonstante etwa 2. 10-*, ver- 
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glichen mit der niedrigen Hydrolysekonstante des Taurins, 5.8 . 10 1°, 
beweist, daB Bjerrums Theorie auf Taurin vollkommen Anwendung 
findet und dessen neutralen Charakter erklirt. p, 1,67 fiir Benzoyl- 
taurin stimmte auch gut mit den p,-Werten fiir Taurocholsiure, 
1,56, und fiir Taurodesoxycholsiure, 1,91, itiberein. Auch die iibrigen 
Benzoylaminosulfonsauren sind starke Sauren; Benzoylaminosulfon- 
siure, CgH;CONHSO,OH, sogar bedeutend  stirker als Benzoyl- 
taurin. 

Was die tibrigen Taurinderivate betrifft, so zeigte es sich, dah 
der Eintritt einer aliphatischen Alkylgruppe in die Aminogruppe 
ihre Alkaleszenz wesentlich erhéhte. Dies steht in Cbereinstimmung 
mit dem Verhalten bei Ammoniak und den primaren Aminen und war 
somit ein weiterer Beleg fiir die Anwendbarkeit der Bjerrumschen 
Theorie auf Taurin. Substitution von zwei Methylgruppen senkte die 
Dissoziationskonstante, was indessen nicht mit dem  Verhalten 
zwischen Ammoniak und Dimethylamin in Einklang stand. Auch 
Substitution eines aromatischen Kernes senkte diese Konstante wesent- 
lich, entsprechend dem Verhalten bei aromatischen Aminen. Besonders 
bemerkenswert ist, daB die basischen Eigenschaften des Phenyltaurins 
so auBerordentlich schwach waren. Diese Substanz reagierte auch in 
wiasseriger Lésung stark sauer. Die basischen Eigenschaften des Benzoe- 
siuretaurins waren nur sehr schwach, was auch zu erwarten war, da 
das Molekiil zwei Saureradikale enthalt. Eines dieser Saureradikale, 
die Carboxylgruppe, hatte eine sehr niedrige Dissoziationskonstante, 
weil deren Dissoziation durch die starke Sulfonsiuregruppe zuriick- 
gedringt wurde. Die verschiedenen Konstanten dieser Substanz waren 
deutlich zu unterscheiden, 


5. Zusammenfassung. 

Die Dissoziationskonstanten der zuvor (7) (8) beschriebenen Taurin- 
derivate sind bestimmt und diskutiert worden. 

Sowohl bei Taurin als auch bei dessen in der Aminogruppe alkyl- 
substituierten Derivaten war die Konstante des Sulfonsiureradikals 
sehr hoch entsprechend der starken Aziditat dieser Gruppe in anderen 
Verbindungen. Die Konstanten der Aminogruppe variierten mit der 
Art und Zahl der substituierten Gruppen. Sie waren alle sehr niedrig. 
Sie sind in Tabelle I wiederzufinden. 

Fir Benzoesiuretaurin waren zwei verschiedene Dissoziations- 
konstanten deutlich zu unterscheiden. Taurodesoxycholsiure dagegen 
zeigte nur eine: die der Sulfonsiuregruppe. Dieses macht es wahr- 
scheinlich, daB in der letzteren Saure die Carboxylgruppe nicht 
frei ist. 
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6. Tabellen. 


Tabelle Il. Taurin. C O05. 





Nadu Foy ~log; 


0.02 0.0050 8094 2 0.0250 0.079 
0.02 0.0075 B16 4 0.0275 0,083 
0.02 0.0100 ,8297 of 0.0300 O.087 
0,02 0.0150 8429 8: 0.0350 0.094 
0.04 0.0050 8089 Rt: 0.0450 0.106 
0.06 0.0050 8086 ey 0.0650 0.128 
0.06 0.0075 8207 3, 4: 0.0675 0.130 
0.06 0.0100 ,8285 .f 0.0700 0,132 
0.06 0.0150 ,8418 y 0.0750 0,137 
0,08 0.0050 8080 a 0.0850 0,146 
0.10 0.0050 8080 5 0.1050 0,162 
0.10 0.0075 8197 , 0.1075 0.164 
0.10 0.0100 ,8277 , bi 0.1100 0.166 
0,10 0,0150 0.8411 wk 0.1150 0.170 
0.10 0.0200 0.8527 b 0.1200 0.173 


B 3 0.8 P). od 05) a —B “ 9,25 


Tabelle III. Methyltaurin. C = 0,01. 





Sadure 


NaOu : Pah — log ; ~ 10g ~Sais Pr 


0 0,5951 6,00 0,100 0,158 3,84* 9,84** 
0.0005 0.7150 8,08 0,101 0,159 1.28 9.36 
0.0010 0,7324 8,38 0.101 0,159 0.95 9,33 
0.0020 0.7550 8,77 0,102 0,160 — 0,60 9,37 
0.0040 0.7813 9,23 0,104 0,161 - 0,18 9,41 
0.0060 0.8007 9,56 0,106 0,163 0,18 9,38 
0.0080 0,8223 9,94 0,108 0,164 _ 0.60 9,34 
0,0090 0,8448 10,33 0,109 0,165 0.95 9,38 
0.0100 0.8675 10,72 
0,0110 0,8910 11,13 
. ss : + i . Sture 
* Wo 0 NaOH zugesetzt wurde, ist H’ berechnet, um den Wert fiir log zu 


erhalten. Dieses gilt fiir samtliche Tabellen. alz 
** Dieser Wert ist in der Durchschnittsberechnung nicht mitgenommen worden. 


Tabelle IV. Dimethyltaurin. C = 0,01. 





Sdéure 


NaOH c Pa h ma log 7 — log Salz 


0 0.5316 4.90 0,100 0,158 - 2,74 
0.001 0.6758 7,40 0.101 0,159 - 0,95 
0,002 0,6946 7.73 0,102 0,160 0,60 
0,004 0.7196 8,16 0,104 0.161 — 0,18 
0,010 0.8258 10,00 
0.012 0.9040 11,36 


* Dieser Wert ist in der Durchschnittsberechnung nicht mitgenommen worden. 
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Tabelle V. 


Propyltaurin. C 


O.O1. 





0 

O.002 
O.004 
0.006 
O.008 
0.010 


V0,U12 


* Dieser 


O.5885 
0.7491 
0.7766 
0,7946 
0.8194 
0.8560 


0, 9045 


Pah 

5.89 0.100 
8.67 0.102 
0.104 


0,106 


9.15 
9,46 
9.89 0,108 
10,82 


11,37 


Tabelle VI. 


Heptyltaurin. C 


0.158 
0.160 
0,161 
0,163 


0.164 


0.01. 


Q- 
o.,4o 


saure 


Salz 


9 


0.60 
0.18 
0.18 


60 


Wert ist in der Durchschnittsberechnung nicht mitgenommen worden. 





NaOH 


0 
0,002 
0.004 
0,006 
0,008 
0,010 
0,012 


* Dieser 


0,5887 
0,7484 
0,7756 
0,7956 
0,8172 
0.8609 


0,9047 


P,, h 


5.89 0,100 
0,102 
0,104 
0,106 


0.108 


8.66 
9,13 
9,48 
9,85 
10,61 
11,37 


Tabelle VII. 


Phenyltaurin. C 


— log 7 


0,158 
0.160 
0.161 
0,163 


0.164 


log 


O01. 


- 3,43 


Siaure 
Salz 


0.60 
0,18 
0,18 


0.60 


Wert ist in der Durchschnittsberechnung nicht mitgenommen worden. 





NaOH 


0 

0.0040 
0,0060 
0.0090 
0.0095 
0.0100 


0.0110 


0.4191 
0.4530 
0.4717 
0.5154 
0.5343 
0,6870 
0,8914 


2.95 


3,54 


P, h 


0,102 
0,104 
0.106 
0.109 


0.110 


log } 


0,160 
0.161 
0,163 
0.165 


0.165 


0,001 62 
0,000 42 
0.00020 
0.00003 


0.00002 


Sture 
Salz 


— log 


0.71 
0.10 


0,21 
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Tabelle VIII. 
Benzyltaurin. C = 0,01. 
NaOH E Par P logy — log — P, Nao 
0 0.5212 4,72 0,100 0,156 2.55 7,27* 0 
0.0010 0.6717 7,33 0,101 0,159 0,95 8,28 ),00 
0.0015 0,6844 7,55 0,102 0,159 0,75 8,30 0,00 
0.0030 0.7055 7,92 0,103 0,160 0.37 8.29 0.00 
0,0040 0,7186 8.14 0,104 0.161 0.18 8.32 0,00 
0,0060 0.7405 8,52 0,106 0.163 0.18 8,34 0,00 
0,0080 | 0.7621 8.90 0,108 0,164 0,60 8,30 0,00 
0,0095 0,8004 9.56 0,110 0,166 1,28 8,28 0.01 
0.0100 0.8216 9,93 0,01 
0,0110 0,8915 11.14 
* Dieser Wert ist in der Durchschnittsberechnung nicht mitgenommen worden. 
Tabelle IX. 
Benzoesaduretaurin. C 0,01. 2) N. 
bach, 
NaOH B Pan u log; H —log ar Pi, 5) B 
Zeits 
ebenc 
0 0,4104 2,80 0,103 0,16 0,002 29 - 0.53 3,33 1889. 
0.0020 0.4242 3.04 0,105 0,16 0,001 32 0.30 3,34 
0.0030 0.4309 3,16 0,106 0.16 0.00100 0,18 3.34 
0.0040 0.4416 3,34 0,107 0,16 0.00066 0.06 | 3,40 
0.0050 0.4473 3,44 0,108 0,16 0,009 52 0.09 8,35 
0.0060 0.4559 3,59 0,109 O17 0.00038 0,25 3.34 
0,0070 = 0.4675 3,79 0,111 0.17 0,000 24 0,42 3,37 
0,0080 0.4799 3,99 0,112 O17 0,000 15 0.64 3,35 
0.0090  0,4848 4,09 0.114 0.17 0,000 12 1,02 
0.0095 0,4958 4,28 0,115 0.17 0.00008 1,36 
0.0100 0.5056 4,45 0,115 0,17 0.00005 
0.0105 = 0,5160 1.63 0.116 0,17 0.00003 1,25 5,88 
C€.0110 = 0.5286 4.85 0.117 0.17 | 0.00002 0.94 | 5.79 
0.0120 0.5488 5,20 0,118 O17 0.00001 0.60 5.80 
0.0140 0.5719 5,60 0.121 O17 -0,18 5,78 
0.0160, 0.5921 5,95 0,124 0,18 0,18 5,77 
0.0180 0,618] 6,40 0.127 0.18 0,60 5,80 
0.0190 0.6371 6,73 0.129 0.18 0,95 5,78 
0,0195 0.6533 7,01 0,129 0,18 1,28 5.73 
0.0200 0.7860 9,31 
0,0210 0,8908 11,13 
Bi 
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Tabelle X. 


Benzoyltaurin C 0.01. 








3 
3.35 





Saure 


NaOH E Pan " log y® H 108 Salz P, 

0 0.3735 2.16 0,108 0,072 0.0082 0.63 1,53 
9.0020 0.3768 2,22 0,109 0,073 0,007 1 1,00 1,22 
0.0040 0.3864 2,38 0.109 0.073 0.0049 0,91 1.47 
0.0060 0.3974 2.58 0.109 0.073 0.003 1 1.00 1.58 
0.0080 0.4160 2.90 0.110 0,073 0.0015 1,28 1.62 
0.0090 ~~ 6.4382 3,28 0.110 0.073 0.0006 1,38 1,00 
0.0095 0,5189 4.68 0,110 0.073 0.000025 1,30 3,38** 
0.0100 0.6652 7,22 


0.0110 0.8913 11,14 
° logy ist nach Bjerrum berechnet |wie bei der Taurocholsdure (6)}. 
** Dieser Wert ist in der Durchschnittsberechnung nicht mitgenommen worden. 
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Uber den EinfluB von seltenen Erden auf den Stoffwechsel. 


Von 
A. Bickel und M. Kojima. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1933. 


Als ,,seltene Erden‘‘ bezeichnet man bekanntlich physikalisch und 
chemisch auBerordentlich nahe verwandte und in der Natur stets in 
Gemischen vorkommende Oxyde, die in ihrer Basizitaét zwischen den 
starken Basen des Ca, Sr, Ba, Mg einerseits und den schwacheren der 
Al-Gruppe andererseits stehen. In der Natur kommen verschiedene 
Gruppen von seltenen Erden vor, die sich nach der Art ihrer Haupt- 
bestandteile unterscheiden. Man spricht so von Ceriterden, Ytterit- 
erden und Gadoliniterden. Zu den Elementen der Ceriterden gehéren 
vor allem Cerium (Ce), Lanthan (La), Praseodym (Pr), Neodym (Nd) 
und Samarium (Sm). Die Ytteriterden enthalten vor allem Yttrium 
und Scandium. Zirkonium, dessen Oxyd auch zu den seltenen Erden 
zihlt, gehort in keine bestimmte Gruppe hinein. Endlich ist hier daran 
zu erinnern, daB in der Natur alle die genannten Elemente gewoéhnlich 
auch in der Gesellschaft von Thorium auftreten. 

Uber die therapeutische Verwendung der Salze der in den seltenen 
Erden reprasentierten Elemente liegt eine ansehnliche klinische Literatur 
vor. Erst Ende des vergangenen Jahres hat W. Pfeiler (1) im Zentralblatt 
fiir innere Medizin ein Sammelreferat iiber diesen Gegenstand ver6ffentlicht. 
Sehr zahlreich sind darin besonders Publikationen franzésischer Autoren 
enthalten. Wir entnehmen dieser Zusammenstellung, daB unter den seltenen 
Erden zunachst das Cer und seine Verbindungen therapeutische Verwendung 
beim Erbrechen der Schwangeren und Hysterischen, wie tiberhaupt bei 
Erkrankungen des Magen-Darmtractus und der weiblichen Genitalorgane 
gefunden haben. Die weitere Verwendung dieser Stoffe in der Therapie 
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nahm ihren Ausgangspunkt von der Entdeckung ihrer antiseptischen 
Wirkung und insbesondere von ihrer die Tuberkelbazillen abtétenden Kraft. 
Seit 1920 datiert die Verwendung der seltenen Erden bei der Behandlung 
der menschlichen Tuberkulose. Die Verwendung geschah mit sehr wechseln- 
dem Erfolg. In derselben Richtung liegen Versuche der Leprabehandlung 
mit seltenen Erden und die Behandlung septischer Prozesse mit Cerjod- 
verbindungen. Die Zufuhr der Praparate zum Ké6érper geschah in allen 
diesen Fallen sowohl enteral, wie parenteral. AuBerliche Verwendung in 
Form von Streupulvern, Salben und wisserigen Lésungen fanden Salze 
der seltenen Erden bei Geschwiiren der Haut und Schleimhaute, Ulcerationen 
im Rachen, bei nassenden Ekzemen, Fissuren, Rhagaden, Pruritus, Inter- 
trigo und iiberhaupt bei Wunden zur Erzielung einer rascheren Uber- 
hautung und Vernarbung. 


Man ersieht aus dieser Ubersicht, daB iiber die Wirkung der seltenen 
Erden auf einzelne Kérperfunktionen und insbesondere auf den Stoff- 


wechsel nichts Genaues oder tiberhaupt nichts bekannt ist; denn die 


therapeutische Nutzanwendung geht, wenn man von der Cerverwendung 
bei gewissen Formen von Magen- und Darmstérungen und Stérungen 
der weiblichen Sexualorgane absieht, lediglich auf die antiseptische 
Wirkung der seltenen Erden zuriick. 


Um vor allem einmal einige exakte Daten iiber die Cerwirkung auf 
den Magen zu erhalten und etwas Bestimmtes tiber den EinfluB des Cers, 
wie auch des immer in seiner Begleitung auftretenden Thoriums auf den Stoff- 
wechsel zu erfahren, wurden in diesen Richtungen unter der Leitung des 
einen von uns (Bickel) experimentelle Untersuchungen ausgefiihrt, eine 
Arbeit tiber Ce von Sadafumi Oda (2) und eine tiber Thorium von Zapatero 
Dominguez (3). Oda studierte die Magenwirkung des Cers an Pawlowschen 
Magenblindsackhunden und fand, daB in Wasser lésliche Cerverbindungen 
in kleinen Dosen die Saftsekretion anregen, in groBen sie aber hemmen. 
Bei den in den genannten beiden Arbeiten enthaltenen Stoffwechsel 
versuchen wurden u.a. Cerichlorid und Thoriumchlorid bei Kaninchen 
taglich peroral verabfolgt, und es wurde die Wirkung dieser Gaben auf die 
Lage des Oxydationsquotienten bzw. des Kohlenstoffquotienten des Harns 
untersucht. Bei den Thoriumchloridversuchen trat bei vier Kaninchen 
eine Senkung des Harnkohlenstoffquotienten bei der taglichen peroralen 
Gabe von 0,4 bis 0,6 g Thoriumchlorid pro 1 kg Kérpergewicht auf, wahrend 
bei einem Kaninchen, das ebenfalls 0,6 g Thoriumchlorid pro Kilogramm 
und Tag erhielt, iiberhaupt keine Anderung zu sehen war. Der Oxydations- 
quotient des Harns sank in einem Falle bei Gaben von 0,1 bis 0,2 g¢ Thorium- 
chlorid pro Kilogramm und Tag voriibergehend, in einem anderen Falle 
stieg er bei der gleichen Dosis nicht unbetrachtlich an. Aus alledem geht 
hervor, daB in der Regel die Zufuhr von Thoriumchlorid zum WKérper die 
Oxydation in qualitativer Hinsicht steigert, wenn die Thoriumgabe nicht 
zu gering ist, daB aber ausnahmsweise auch einmal ceteris paribus eine 
Oxydationsherabsetzung in qualitativer Hinsicht erfolgt oder iiberhaupt 
keine Anderung auftritt. Bei den Cerichloridversuchen trat bei peroralen 
Gaben von 0,1 bis 0.15 g Cerichlorid pro Kilogramm und Tag mit groBer 
RegelmaBigkeit eine scharfe Steigerung des Harnoxydationsquotienten auf. 
Es zeigte sich also eine starke Herabsetzung der Oxydation in qualitativer 
Hinsicht. 
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Bei den Thoriumversuchen wurde die Quotientsenkung vorziiglich 
durch eine Steigerung der N-Ausfuhr, bei den Cerversuchen aber wurde 
die Quotienterhéhung vorziiglich durch eine Verminderung der N-Ausfuhr 
bewirkt. Bei den Thorversuchen war dabei eine Verminderung der durch 
die C- und Vakat-O-Analyse ermittelten dysoxydablen Substanz im Harn 
gelegentlich vorhanden, bei den Cerversuchen war eine Steigerung dieser 
dysoxydablen Substanz (Vakat-O-Analyse) haufiger. 

Thorium erhéht also primo loco die Qualitaét der Oxydation, besonders 
bei héherer Dosierung, Cerium dagegen setzt sie herab. 

Angesichts dieser Erfahrungen mit Thorium und Cerium war es 
gewil von Interesse, nun auch einmal bei gleicher Versuchsanordnung 
den EinfluB8 einer Reihe anderer Chloride der Elemente der seltenen 
Erden auf die Oxydationslage des Kérpers zu studieren. Wir unter- 
suchten die Chloride der wichtigsten Elemente, die in den Ceriterden 
vorkommen: Samariumchlorid, Praseodymchlorid, Neodymchlorid, 
Lanthanchlorid. Daran schlossen wir noch einige Versuche  iiber 
Yttriumchlorid und Zirkoniumoxychlorid an. 


Wir stellen zunachst in der Tabelle I den prozentualen Gehalt, 
den das jeweilige zu unseren Versuchen verwandte Chlorid an dem 
betreffenden Element hatte, zusammen. 


Tabelle I. 


Thoriumehiorid (ThCl,). .....+. +++ 66,89°,, Th 
Re a 8 tt tte 51,40 °4 Ce 
Samariumchlorid (SmCl,).. . . ....2.~=. 58,55°, Sm 
Praseodymchlorid (PrCl,). . . 2... 0.0... 56,90°,, Pr 
Neodymchlorid (NdCl,). .......... 57,60°,. Nd 
Lanthanchlorid (LaCl,). ......4.4.2.. 56,62 °,, La 
Yttriumchiorid (YCI,) a a ae 45,52°, Y 

Zirkoniumoxychlorid (ZrOCl, + 6H,O) .. . 51,20°,, Zr 


Das Ergebnis dieser neuen Versuche, deren Protokolle sich auszugs- 
weise nachstehend finden aus Griinden der Raumersparnis konnten 
nicht alle Protokolle gebracht werden —, war in Verbindung mit den 
friiheren gleichartigen Cer- und Thorversuchen folgendes: 

Unter den Ceriterden erhéhte den Harnquotienten am starksten 
und regelmaBigsten Cerichlorid, dann folgte Lanthanchlorid, dann 
Samariumchlorid. Bei der Gabe von Praseodymchlorid blieb der Harn- 
quotient fast unverandert oder stieg in den einen Versuchen etwas an. 
oder sank in den anderen ein wenig. Neodymchlorid zeigte in der Regel 
iiberhaupt keine Wirkung. Von den anderen noch untersuchten seltenen 
Erden erhéhte Zirkoniumchlorid den Harnquotienten nur ausnahms- 
weise etwas starker oder lieB ihn unbeeinfluBt. Yttriumchlorid hatte 
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iiberhaupt keine Wirkung auf denselben, Thoriumchlorid senkte ihn 
besonders in den gr6éBeren Dosen. 

Anhangsweise sei noch erwahnt, daB die Auftraufelung von 1° igen 
wisserigen Lésungen von Thoriumchlorid, Lanthanchlorid, Yttrium- 
chlorid, Neodymchlorid und Praseodymchlorid auf das in situ frei 
schlagende Froschherz keinerlei merkbare Veranderungen in der Herz- 
funktion erzeugte. 

Es ist immerhin nicht ohne Interesse, festzustellen, daB nach dem 
eingangs erwahnten Referat Pfeilers unter den Salzen der seltenen 
Erden diejenigen des Cers die bisher erfolgreichste Verwendung zu 
antiseptischen Zwecken bei innerlicher und auBerlicher Anwendung 
gefunden haben, also gerade die Salze desjenigen Reprasentanten 
unter den seltenen Erden, der auch die starksten Wirkungen auf den 
Gesamtstoffwechsel erkennen laBt. Da Lanthan dem Cer in dieser 
Hinsicht nicht viel nachsteht, vielleicht iiberhaupt nicht nachsteht, 
liegt die Vermutung nahe, da es auch in jener anderen Wirkungs- 
richtung ihm am nachsten kommen diirfte. 


Ergebnis. 

1. Die in Wasser léslichen Chloridverbindungen der seltenen 
Erden rufen nach ihrer enteralen Zufuhr zum Kérper Anderungen in 
der Oxydationslage in verschiedenem Ausmabe und in verschiedener 
Xichtung hervor. 

2. Cerichlorid und Lanthanchlorid wirken am starksten im Sinne 
einer Oxydationshemmung, Thoriumchlorid im Sinne einer nicht ganz 
so starken Oxydationssteigerung. Samariumchlorid, Praseodym- 
chlorid, Neodymchlorid, Zirkoniumchlorid und Yttriumchlorid haben 
geringere oder gar keine Wirkung auf die allgemeine Oxydationslage 
des Kérpers. 

Experimenteller Teil. 


Die Versuche wurden an mannlichen Kaninchen durchgefiihrt, die als 
Futter frische Mohrriiben erhielten. In den 24stiindigen Harnmengen 
wurde der Stickstoff nach Ajeldahl und der Vakatsauerstoff nach der neuen 
Methode von Helmut Miiller bestimmt. In den Tabellen sind immer die 
Durchschnittswerte fiir die einzelnen Versuchsabschnitte bei Jedem Tier 
angegeben, die aus den taglichen Analysen berechnet wurden. Die Berech- 
nung der Periodendurchschnittswerte des Oxydationsquotienten erfolgte 
derart, daB die fiir jeden Versuchsabschnitt gefundenen Mittelwerte fiir 
Vakat-O und N durcheinander dividiert wurden. In einer Vorperiode 
erhielten die Tiere lediglich das Mohrriibenfutter, in der Hauptperiode 
bekamen sie zu dem Futter die jeweiligen Chloridverbindungen der Elemente 
der seltenen Erden in wasseriger Lésung durch die Schlundsonde in den 
Magen gegossen. Die Harne wurden regelmaBig auf Zucker- und Eiweil- 
freiheit kontrolliert. 
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Tabelle IT. 


Alle Werte in dieser Tabelle sind Durchschnittswerte der 
in der ersten Spalte niher bezeichneten Versuchsperioden. 





t Taglich 
Versuchs-) Kérper- verzehrte Harn-  Harn- ee 
tage gewicht Futter- menge Vakat-O Harn-N  Vakat-O 
menge N 
Nr. g 2 ecm g g 


Bemerkungen 


Lanthanchlorid : Quotientsteigerung. 


2875 490 288 | 3.1401 0.848 3,702 | Mittelwert* 3,990 

2886 529 267 2,6934 0,627 4,296 } Phys. Sehwank. ** 0,577 
2894 522 304 | 2.4224 0,704 3,440 | 0,12 g Lanthanchlorid *** 
2893 583 303 «= 2.6329 0491 5,362 o024¢ ‘i 

2987 | 687 318 2.5529 0,380 6,718  0,%4¢ . 


Lanthanchlorid : Quotientsteigerung. 


2725 638 | 386 38,5288 0,628 | 5,619 || Mittelwert 5,795 

2607 613 361  2,8072 0,470 | 5,972 | Phys. Schwankung 0,353 
2686 748 540 38,0988 0,578 | 5,361 0,12 g Lanthanchlorid 
2750 735 403 38,3985 0,529 6424 0,%4¢ ; 

2829 726 447 3,2345 0,500 6469 0,%4¢ 


Samariumcehlorid : Quotientsteigerung. 


2900 | 625 455 | 2.6882 0,748 | 3,593 Mittelwert 3,402 

2670 460 287 = 2.0005 0,623) 3,211 Phys. Schwankung 0,382 
2608 | 563 352 | 2.3986 0,612 3,919 | 0,074 g Samariumchlorid 
2855 650 436 2.5591 0.6382 | 4,049 0,074¢ = 

2750 695 432 2.7000 0,594 4,545 0,148 ¢ By 


Samariumchlorid : Unveranderter Quotient. 


3300 | 837 343 -2,5963 0,667 3,892 | Mittelwert 4,222 

3286 820 825 2.5312 0.556 4,552 | Phys. Schwankung 0,660 
3191 | 567 340 = 2.6135 | 0.691 3,782 0,074 g Samariumehlorid 
3117 690 412 22855 0.532 4296 0,074¢ - 

3200 734 428 2.5923 0,545 4,756 0,148 ¢ ‘ 


Praseodymchlorid : Unveranderter ()uotient. 


4'| 2500 664 552 = -3,4256 | 0,635 5,394 | Mittelwert 4,405 
5— 9) 2562 778 498 2.9596 0.866 3,417 | Phys. Schwankung 1,977 
10— 14| 2458 760 588 3.2979 0,716 4,696 0,142 g Praseodymchlorid 
15 — 20) 2508 797 635 3,1628 0,535 5911 0,142¢ ° 


Praseodymchlorid : Quotientsteigerung. 


1— 4: 2770 782 557 =3,5091 | 0,999 3,544 |) Mittelwert 3,658 

5— 9 2820 778 542 2.9153 0.773 3.771 Phys. Schwankung 0,227 
10— 14 2820 778 600 38,4954 | 0.877 3,985 0,142 g Praseodymchlorid 
15—20 2767 787 538 | 2,7997 | 0,563 4,972 0,142 ¢ : 


* Mittelwert aus den beiden Vorperiodenabschnitten. 
** Physiologische Schwankung der Quotientendifferenz der Mittelwerte der Quotienten 
in den beiden Vorperiodenabschnitten. 
*** Angabe der Menge pro 1 kg Kirpergewicht von der jeweiligen Chloridverbindung, die 
tuglich peroral dem Versuchstier verabfolgt wurde; in dem vorliegenden Falle war es Lanthan- 
chlorid. 
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Tabelle IT (Fortsetzung). 





Taglich 
Versuchs- Kiérper- verzehrte Harn- Harn- = 
tage gewicht Futter- menge Vakat-O Harn-N V akat V0 
menge N 
Nr. g g ecm rg g 


Bemerkungen 


Praseodymchlorid : Quotientsenkung. 


670 415 38,7366 0.871 4,290 || Mittelwert 4,249 

570 360 3.4590 0,822 4,208 | Phys. Schwankung 0,082 
487 334 3,2257 0,819 3,938 — 0,071 g Praseodymehlorid 
530 275 2.6727 0,795 3,362 oo1g 


Neodymchlorid : Unveranderter Quotient. 


850 570 »=38,13875 | 0,618 5,118 | Mittelwert 4,946 

600 367 «62,4115 0,505 4,775 | Phys. Schwankung 0,343 
787 339 §=2,.3318 0.414 5,632 0,146 g Neodymehlorid 
745 533 «2.9138 0,633 4,602 o146¢ “4 

724 498 34686 0,748 4,637 0,292¢ . 


Neodymehlorid : Unverinderter (Quotient. 


2962 737 380 | 33,1633 0,809 | 3,910 | Mittelwert 3,563 

3030 799 400 | 2.3446 0,729 3,216 | Phys. Schwankung 0,694 
9858 625 270 | 2.0214 0,597 3,385 0,073 g Neodymehlorid 
2807 665 426 2.6300 0,688 3,822 0073¢ . 

2783 617 398 | 2.5093 0,600 4182 o146¢ ‘ 

2756 550 377 =—- 2.8749 0.716 4015 o146¢ e 

2660 491 203 «2.6059 0,798 3,265 0.292¢ = 


Yttriumehlorid : Fast unveranderter (uotient. 


750 463 3.1048 | 0,891 | 3,484 || Mittelwert 3,504 


».ehO 850 483 3,5288 0.998 3.535 | Phys. Schwankung 0,051 
orid 560 | 300 3.3770 O87 3,807 — 0,059 g Yttriumcehlorid 


612 410 | 34998 1,028 3,404 o118¢ ‘i 
611 | 368 | 2.8168 0,743 | 3,791 o,118¢ 


Zirkoniumoxychlorid : Unveranderter (uotient. 


2856 | 696 460 2.4982 | 0,639 3,909 || Mittelwert 3,532 


cin , 2770 «6520 = 847): 2.6103 0,827 3,156 | Phys. Schwankung 0,753 
lorid 2717 467 277 2.5490 0.710 3.590 0,051 g Zirkoniumoxych! 
2644 480 205 «=2,0081 0494 4,054 0,102¢ . 
2609 490 935 2.2160 0.530 4.181 0,102 g . 
_— Zirkoniumoxychlorid : Quotientsteigerung. 
lorid 5) 2910 534 277) =2,0177 O,887 | 2,274 || Mittelwert 2,376 
2742 540 215 2.2409 0.904 2.478 || Phys. Schwankung 0,204 
2633 333 210 4.1551 1,404 2,959 0,051 g Zirkoniumoxyehl. * 
ienten 2674 ) 288 2.9170 0,769 3,793 0,102¢ s 
2620 XK 355 «62.8635 0.571 5,014 0102¢ “ 
ig, die 
nthan- * Am 12. Versuchstage hatte das Tier voriibergehend starken Durcbfall aus unbekannter 


Ursache. 
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Ubersicht iiber den Gehalt der verabfolgten Dosen an dem 
jeweiligen Element der seltenen Erden. 


Lanthanchlorid, LaCl,, Mol 245,5, 0.12) g entspr. 27.8 mg La 
Samariumchlorid, Sm Cl,, » 256,9,0,074g ., 16,86 .. Sa 
Praseodymchlorid, PrCl,, , 247,1,0,142g  , a2.% «ss EF 
Neodymehlorid, NdCl,, + 250,8,0,146g ., 16,77 ,. Nd 
Yttriumchlorid, YCI,, » 195,5,0,059¢  ,, ie = 

Zirkonoxychlorid, ZrOCl, +6H,O, ., 178.2,00051g¢ —.. 14.67 .. Zr 


Es wurden annahernd aquimolekulare Mengen oder deren Viel- 


faches von den Substanzen den Versuchstieren gegeben. 


Literatur. 
1) W. Pfeiler, Zentralbl. f. inn. Med. Nr. 49, 1932. — 2) 8. Oda, Zeitschr. 
f. d. ges. exper. Med. SO, 1, 1931. 3) Zapatero Dominguez, diese Zeitschr. 
251, 141, 1932. 
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Die EiweiBbsalze mit organischen Basen. 


Von 


M. A. Lissitzin. 


(Aus dem Laboratorium fiir Eiwei®Bforschung an der Lenin-Akademie fiir 
landwirtschaftliche Wissenschaften, Moskau.) 


(Eingegangen am 17. August 1935.) 


Die Erscheinungen der Wechselwirkung zwischen EiweiB und organi- 
schen Basen sind mehrfach beobachtet und geschildert worden (1), 
aber diese Untersuchungen betrafen die undifferenzierten, auBer- 
ordentlich komplizierten, chemisch schwer bestimmbaren Systeme, 
weshalb ihre Ergebnisse sich nicht verallgemeinern lieBen. Das Basen- 
bindungsvermégen der EiweiSsubstanzen, die in der Mehrzahl der 


Falle untersucht wurden, war itiberhaupt unbekannt, die Alkaloide 
(am meisten wurden Versuche mit Alkaloiden vorgenommen) wurden 
in Salzform verwandt, aber die notwendigen Voraussetzungen fiir den 
Verlauf der Umkehrreaktionen wurden nicht gesichert. 


Das Basenbindungsvermégen der Proteine ist am besten beim Casein 
untersucht, das die ausgesprochensten Saureeigenschaften besitzt, weshalb 
das Casein das geeignetste Objekt bei der Untersuchung der Verbindung 
der Eiwei8kérper mit organischen Basen sein sollte. Wenn man die Bindung 
einer Base an Eiwei®8 grundsatzlich ais eine Salzbildung betrachtet und 
nicht als Adsorption oder Hydrotropie, wofiir es geniigende Griinde gibt. 
so muB man erwarten, daB die organischen Basen mit den Proteinen genau 
so in Verbindung treten, wie dies von den anorganischen Basen bekannt 
ist, was wir auch wirklich beobachtet haben. Diese einfache, selbst verstand- 
liche Tatsache hat seltsamerweise nicht Beachtung gefunden, wodurch 
die mannigfachen Eigenschaften zahlreicher Verbindungen dieser Art wenig 
bekannt sind (2), wenngleich. wie wir sehen werden, sie zweifellos von 
wesentlichem Interesse sind, schon deshalb, weil sie es erméglichen, Er- 
scheinungen kiinstlich zu reproduzieren, die den nativen Proteinen eigen- 
tiimlich sind und so als Modelle, wenn auch bei weitem nicht als vollkommene, 
dienen kénnen. 


Ich arbeitete mit verhaltnismaBig einfachen Systemen Casein 
plus freier Base oder Na-Caseinat plus einem Salz einer Base in destil- 
liertem Wasser — und ich konnte bereits bei den ersten Versuchen 
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feststellen, daB in diesem Falle eine Bindung der angewandten Sub- 
stanzen stattfindet, und zwar in streng aquivalenten Verhaltnissen! 


Hierbei muB8 eine andere Frage beantwortet werden, nimlich was fii 
ein Aquivalentgewicht hit das Casein? Dieses haben die verschiedenen 
Autoren sehr verschieden bestimmt, was ganz natiirlich ist, wenn man 
die bekannte Heterogenitat der EiweiBkérper und die Verschiedenartigkeit 
der Methoden, die in den verschiedenen Fallen zur Anwendung gelangten, 
berticksichtigt. Deshalb werde ich, ohne auf eine absolute Lésung dieser 
Frage Anspruch zu erheben, nur von jenem Caseinpraparat sprechen, 
das ich verwendet habe, namlich Casein nach Hammarsten (Kahlbaum), 
von welchem ich nur den durch ein dichtes Seidensieb durchgegangegenen 
Teil benutzte. Sein Basenbindungsvermégen wurde durch Titrieren gegen 
Phenolphthalein bestimmt, wobei sich herausstellte, daB auf 1g Casein 
8,15 cem n/10 NaOH kommen, woraus sich das Aquivalentgewicht auf 1227 
berechnen 1aBt. Ich nehme diese Gr6éBe als ,,scheinbare Titrierungszahl**, 
als ,,scheinbares** Aquivalentgewicht an, aber praktisch reagiert das Casein 
bei giinstigen Verhialtnissen mit den Basen offensichtlich entsprechend 
dieser GréBe. 

Als anstatt Alkali die Lésungen organischer Basen mit geniigend 
hoher Dissoziationskonstante génommen wurden, fiihrte erwartungs- 
gemiB die Aquivalentgewichtsbestimmung mittels derselben Methode 
im Durchschnitt zu den gleichen Resultaten, wobei die Alkaloide wie 
einsiurige Basen reagierten. Wir konnten den stéchiometrischen 
Charakter der Eiwei8verbindungen mit organischen Basen feststellen, 
und zwar auch mit Hilfe der biologischen Methode, bei der die lebendige 
Zelle die Rolle des Indikators spielt. Es wurden Caseinlésungen in 
Anwesenheit verschiedener Mengen von Nicotin angefertigt, und hierbei 
wurde gefunden, daB das Nicotin rasch Paramaecium caudatum tétet, 
sobald es in einer Menge iiber ein Aquivalent im Verhaltnis zum 
EiweiB genommen wird. [Unter Aquivalent ist ein Mol gleich 
162,13 g Nicotin auf 1227 g EiweiB zu verstehen. Die Arbeit wurde 
in unserem Laboratorium von G. F. Hause durchgefiihrt und ist 
bereits veréffentlicht worden (6)]. 


Ausfiihrung der Versuche. 


a) 0,lg Casein wird mit einigen Tropfen Alkohol angefeuchtet 
(trockenes Casein weicht in Wasser schlecht auf), dann werden 6 bis 7 eem 
Wasser hinzugegossen, der entsprechende ’ Indikator hinzugegeben, 
z. B. Phenolphthalein, darauf tropfenweise n/10 Lésung der organischen 
Base, z. B. Piperidin. Nach Hinzufiigung von 0,82 cem der Piperidinlésung 
tritt eine Farbung ein, und das Casein geht (besser bei Erwarmung) in 


Lésung. 


1 Diese Versuche, die schon lange durchgefiihrt und 1931 beschrieben 
worden sind (4), wurden von J. S.Jaitschnikow in seiner kiirzlichen Mit- 
teilung (5) nicht erwaéhnt. 
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EiweiBsalze mit organischen Basen. 


b) 0,1 g Casein wird mit einigen Tropfen Alkohol angefeuchtet und 
in 10cem 0,5°,iger Lésung von K-Phosphat! aufgelést. Nach Hinzu- 
fiigung von Phenolphthalein wird die n/10 basische Lésung hinzugeschiittet 
(0,82 cem). Dabei tritt Farbung auf; Basen, die schwer in Wasser léslich 
sind, kénnen in alkoholischer Lésung verwandt werden. 

Da wir wissen, daB die Bindung in aquivalenten Verhaltnissen erfolgt, 
kénnen wir die Caseinatlésung auf eine der folgenden Weise herstellen. 

c) 0,1 g Casein wird mit einigen Tropfen Alkohol angefeuchtet, es 
wird Wasser hinzugegeben (6 bis 7 cem) und 0,82 cem n/l0 NaOH hinzu- 
vefiigt. Die so erhaltene Na /Caseinatlésung vermischt sich mit der Lésung 
des Salzes der organischen Base, die in berechneter Menge zugefiigt wird. 
Man erhalt eine neutrale Lésung, haufig durchsichtig, zuweilen etwas 
getriibt, oder eine milchartige Fliissigkeit (Chinin). 

d) Zu 0,1 g Casein werden z. B. 0,038 ¢ Brucin hinzugesetzt und mit 
Alkohol angefeuchtet, darauf wird der Alkohol abgedampft (nicht zur 
Trockne), der Rest wird mit 10 cem Wasser iibergossen, beim Erwirmen 
und Schiitteln bildet sich eine klare, neutrale Lésung. Ohne Alkohol ist 
die Bildung von Klumpen, deren Aufl6sung dann schwierig ist, schwer zu 
vermeiden. Wenn die Base fliissig ist, z. B. Nicotin, Coniin usw., so wird 
sie in einer berechneten Menge direkt zum Gewicht des trockenen Eiweibes 
aus der Mikropipette tropfenweise hinzugefiigt, dann wird das Gemisch 
mit Wasser iibergossen, wobei bei Erwarmung Lésung eintritt. 

e) 0,1 g Casein, mit einigen Tropfen Alkohol angefeuchtet, werden 
mit 10 cem einer wiasserigen Lésung des Salzes einer Base itibergossen, 
hierzu werden die fiir die Freimachung der Base nétigen Alkalimengen 
hinzugefiigt, wobei das Casein beim Erwarmen in Lésung geht. 

Durch diese Methoden erhielt ich Caseinate verschiedener organischer 
Basen; ohne alle aufzuzihlen, erwaihne ich nur folgende: Piperidin, 
Pyridin, Nicotin, Coniin, Methylamin, Athylendiamin, Arginin, Glucos- 
amin, Brucin, Cocain, Veratrin, Strychnin, Chinin, Cinchonin, Morphin 
und auBerdem einige Protamine*: Acipenserin und Percin. Der Kiirze 
halber, und da die Versuchsmethode elementar einfach ist, fiihre ich 
nur die Ergebnisse an, gebe eine kurze qualitative Charakteristik der 
Caseinate und iibergehe eine genauere Schilderung der einzelnen Be- 
stimmungen. 

1. In allen Fallen bestatigte sich unbedingt der st6chiometrische 
Charakter der Reaktion. Das hierbei gefundene Aquivalentgewicht des 
Caseins entspricht im Durchschnitt dem durch Alkalititrierung gefundenen, 
namlich 1227. Die Titrierungszahl schwankte zwischen 7,7 und 8,5. 

2. Von den oben angefiihrten organischen Basen bilden die ersten 
zwolf Caseinate, die verschieden leicht wasserléslich sind (eine kolloidale 
aber durchsichtige Lésung), die iibrigen geben Caseinate, die nur in milch- 
artigem Solzustand erhalten werden kénnen. Hierbei ist zu bemerken, 
daB das Casein im Piperidin und anderen fliissigen Basen nur quillt, sich 


1 Peroffsches ,,Natiirliches Lésungsmittel* (3): 5g¢ K,HPO,, lg KC! 
und 1g NaCl auf | Liter Wasser. 

* Die Verbindung der Protamine mit héheren EiweiBen ist Cegen- 
stand einer besonderen Mitteilung (8). 
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aber nicht lést, wohl aber in ihren wasserigen Lésungen. Eine eigenartig« 
Erscheinung erhalt man beim Morphincaseinat, dieses lést sich weder im 
Wasser noch im Alkohol, aber gut im wisserigen Alkohol (60 bis 70°,). 

3. Alle diese Bindungen sind nicht sehr widerstandsfahig gegen die Ein 
wirkung von Saéure und Alkali, was durchaus verstandlich ist: Umkehr 
reaktionen. Die Sauren koagulieren das Casein, das dann im Saureiiberschul} 
sich wieder lést; die Wirkung des Alkalis auBert sich in einer noch gréBeren 
Durchsichtigkeit der Lésung, wenn sie nicht ohnehin schon wasserhel! 
war; wenn dagegen die anwesende organische Base nicht wasserléslich ist, 
z. B. Brucin, so fallt sie aus der alkalischen Lésung aus; nicht nur Alkali, 
sondern auch starke organische Basen verdrangen die schwacheren Basen 
aus ihren Caseinaten, wie auch iiberhaupt aus den Salzen. 

4. Die wasserléslichen Caseinate sind in Lésung stark dissoziiert, 
weshalb die Basen aus der Caseinatlésung, wie z. B. Brucin, durch ein 
Gremisch von Chloroform und Methylalkohol wieder gewonnen werden. 

5. Warmekoagulation der wasserigen Caseinatlésungen habe ich nicht 
beobachtet, im Gegenteil sind die Lésungen einiger Caseinate erst bei 
Erwarmen durchsichtig. Eine Ausnahme bildete nur das Athylendiamin 
caseinat [gewonnen nach Methode e)]|, dessen Lésung beim Erwarmen bis 
zum Kochen triibe, beim Abkiihlen wiederum klar wurde. Jedoch koagulieren 
alle diese Lésungen beim Erwairmen, wenn man zu ihnen auch nur ein 
wenig Ca-Salz hinzufiigt. Die Temperatur, bei der Koagulation beginnt, 
steht in direkter Abhangigkeit von der Menge des hinzugefiigten Ca-Salzes, 
bis schlieBlich letzteres bereits bei gewéhnlicher Temperatur Triibung 
hervorruft. Der EinfluB anderer Salze wurde nicht erprobt. 

6. Die Caseinate der organischen Basen, z. B. Glucosamincaseinat, 
kann man durch Ammonsulfat aus ihren wasserigen Lésungen ausscheiden 
(Aussalzen). Der gewonnene Niederschlag ist nach Entfernung des Ammon- 
sulfatiiberschusses wiederum in Wasser léslich. 

7. Vollig in jeder Beziehung iibereinstimmende Ergebnisse wurden 
auch erhalten, wenn an Stelle des Caseins nach Hammarsten caseinahnliche 
Protacide oder Protosiuren — gewonnen aus Globulinen, die unlangst 
beschrieben wurden (7) — nimmt. 


Eine genaue Untersuchung dieser Art der Bindungen, hauptsachlich 
‘in bezug auf die physikalisch-chemischen (inklusive der kolloiden) 
Eigenschaften, kann ein dankbares Thema fiir eine spatere Arbeit sein, 
ebenso wie das Gewinnen neuer Verbindungen und insbesondere solcher, 
deren Komponenten aneinander nicht nur salzartig, sondern auch auf 
andere Weise gebunden sind, wie z. B. esterartig oder glucosidartig. 
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Abbau und Verbrauch von Eiwei6b durch Schimmelpilze. 


Von 
T. Chrzaszez und F, Pisula. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat 
in Poznan.) 


(Eingegangen am 24, August 1933.) 


Untersuchungen tiber Schimmelpilze haben nachgewiesen, dai 
diese imstande sind, sich auf dem verschiedensten Material zu ent- 
wickeln, indem sie entsprechende Enzyme bilden, vermittelst welcher 
sie ihre Nahrungsstoffe aus diesem Substrat zu schépfen vermégen. 
Gleichzeitig haben sie die Fahigkeit, Kohlenwasserstoffe zu zahlreichen 
Sauren umzubilden, ferner kénnen sie Fettsubstanzen und verschiedene 
Ester zerlegen, schlieBlich vermégen sie auch verschiedene Stickstoff- 
verbindungen und selbst EiweiBsubstanzen abzubauen. 


Auf die EiweiBsubstanz abbauenden Schimmelpilzenzyme hat zuerst 
Duclaux' aufmerksam gemacht, indem er nachwies, daB Penicillium glaucum 
imstande ist, Kasease, ein Enzym mit tryptischen Eigenschaften, und die 
Koagulase zu bilden. Zeppel*, spaiter Welte® sind weiterhin der Ansicht, 
daB auch auf Brot anzutreffende Schimmelpilze eine Eiwei®zersetzung 
hervorrufen kénnen. In einigen Untersuchungen iiber Kasearten stellte 
ferner Epstein’ fest, daB die dort angetroffenen Schimmelpilze ein tryptisches 
Enzym enthalten, welches Casein peptonisiert und bei dem Brie’er Kase 
den Abbau sogar bis zur Ausscheidung von Ammoniak durchzufiihren 
imstande ist. Butkewitsch® ist der Meinung, daB in dem Mycel von Peni- 
cillium glaucum sich ein Enzym Tryptase befindet, was in der Folge Saito® 
bestatigt hat. T'eichert? fand ferner, daB der angefiihrte Schimmelpilz eine 
durchgreifende Caseinzersetzung der Milch hervorruft, indem er die vor- 
wiegend aus Aminen bestehenden léslichen Stickstoffsubstanzen hervor- 
ragend vermehrt. <Abderhalden und Pringsheim® zeigten, daB in dem Myce! 


Ann. d. l'Institut Pasteur 3, 67, 1889. 
> Zeitschr. f. Veterinarkde. 6, 57, 1894. 

Arch. f. Hyg. 24, 84, 1895. 

Ebenda 37, 329, 1900; 438, 1, 1902; 45, 352, 1902. 
Ber. d. Deutsch. bot. Ges. IS, 185, 1900. 

Bot. Magasin Tochio 19, 75, 1905. 

Milehztg. 32, 785, 1903. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 249, 1909; 65, 180, 1910. 
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gewisser Schimmelpilze sich peptolytische Enzyme befinden, welche eine: 
weitgehenden EiweiBabbau durchzufiihren imstande sind. F’ranceschell: 
wiederum hat nachgewiesen, daB P. glaucum Eiweif in neutralen, alkali 
schen und schwach sauren Lésungen bis zur Ammoniakbildung abbaue: 
kann. Nach der Ansicht von Schdffer? hat Zuckermangel in der Nahrlésung 
auf die Enzymproduktion keinen EinflubB, eine gréBere Zuckermenge ist 
jedoch nach Stoll® nachteilig. AuBer Eiwei8 abbauenden bildet P. glaucum 
nach Wada‘ auch zahlreiche andere Enzyme, ahnlich wie dieses Harada 
bei Aspergillus oryzae nachgewiesen hat. Eine Fahigkeit des EiweiBabbaues 
durch Schimmelpilze in der Kaseindustrie haben ferner in ihren Arbeiten 
Olsen®, Laxa’, Dox*, Dvorak,® Arnaudin', Leonidse'', Sansonetti'*® und 
zahlreiche andere Forscher nachgewiesen. 

In den oben erwaihnten Untersuchungen ist auf die Fahigkeit des 
EiweiBabbaues eine relativ nur geringe Anzahl von Schimmelpilzen 
untersucht worden, hauptsichlich solche, die in der Milchindustrie 
schon seit langer Zeit ihre Verwendung finden. In der vorliegenden 
Arbeit handelt es sich dagegen um folgende Feststellungen: 

1. Ist die Fahigkeit des Abbaues des MilcheiweiBes ein charak- 
teristisches Gattungsmerkmal aller zur Penicilliumgruppe gehérenden 
Arten ? 

2. Geht der EiweiBabbau durch Schimmelpilze einheitlich oder 
verschieden vor sich ? 


Eiwei8peptonisierung und Geruchsproduktion durch Schimmelpilze. 

Zur Untersuchung wurden 73 Arten der Gattung Penicillium 
verwendet, vorwiegend deshalb, weil hauptsiachlich die Arten dieser 
Pilzgattung in der Milchindustrie Verwendung finden. Alle diese 
Arten wurden auf folgende Eigenschaften untersucht: 


a) auf die Fahigkeit, Gelatinenahrlésung und MilcheiweiB zu 
_ verfliissigen ; 

b) auf die Qualitat des auf Agarnahrlésung, Milch und Casein 
erzeugten Geruches; 

c) auf die Fahigkeit der Saurebildung in der Milch. 


! Centralbl. f. Bakt. II, 48, 305, 1915. 

2 Diss. Erlangen 1901. 

3 Diss. Wiirzburg 1905. 

* Acta Scholae. med. Univ. Kioto 13, 128, 1930. 
> In engin. Chem. 23, 1424, 1931. 

® Centralbl. f. Bakt. II, 4, 161, 1898. 

* Ebenda 5, 755, 1899. 

8 U.S. Dept. of Agric. Ind. Bull. 109, Nov., 1908. 
* Rozprav. akad. Praha 26, II. kl. nr. 31, 1917. 
10 Zym. Cim. Coll. 3, 9, 1928. 

1 Centralbl. f. Bakt. I1, 82, 211, 1930. 

Lai 10, 627, 1930. 
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Die Gelatinenahrlésung war folgende: 8°, Zucker, 0,1°, KH,POs,, 
005°, MgSQO,, 12°, Gelatine unter Zusatz von Leitungswasser. Sie wurde 
zu je 15cem auf eine Reihe von Reagenzgliiser verteilt, sterilisiert, mit 
den Pilzsporen beimpft und in Petri-Schalen ausgegossen. Es wurde beob- 
achtet, in wie viel Tagen die Gelatine bei 18°C durch Schimmelpilze ver- 
fliissigt wurde. 

Die Milchnahrlésung wurde aus entfetteter Milch hergestellt: 90,2 ° 
Wasser, 0,35°,, Fett, 3,70°,, EiweiBsubstanz, 4,25°,, Zucker, 0,76 °,, Mineral- 
salze. 5 Tage nach der Sterilisierung wurden die Schimmelpilze in je zwei 
Reagensglaser tibergeimpft und bei etwa 20°C gehalten. Darauf wurde beob- 
achtet, an welchem Tage die Peptonisierung der Milch begann, am neunten 
Tage wurde dann mit dem Zentimeterma festgestellt, wieviel Milch infolge 
der Peptonisierung ihres Eiweibes eine hellere Farbe zeigte. Am zehnten 
Tage wurde eines der Reagensgliiser auf den Geruch gepriift. In dem 
zweiten Glaschen wurde der Milchgeruch nach cinem Verlauf von 30 Tagen 
gepriift und der Séuregehalt in 5cem dieser Milch durch n/10 NaOH und 
Lackmuspapier bestimmt. Phenolphthalein zeigte zwar einen héheren 
Sauregehalt., gab jedoch eine weniger scharfe Endreaktion; Lackmuspapier 
erwies sich als besser. 

Die Agarnéhrlésung wurde aus 10° iger siiber Bierwiirze mit 1'/,°, 
Agar hergestellt und auf 30-cem-Flaschchen verteilt. Nach der Sterilisierung 
wurden die Schimmelpilzsporen tibergeimpft, 30 Tage in einer Temperatur 
von 20°C gehalten und dann der Geruch gepriift. 

Die Caseinnahrlésung wurde durch Fallung des Milcheaseins mittels 
Lab und Sterilisierung durch einstiindiges Kochen in Erlenmeyer-Kolben 
erhalten. Die auf Casein iibergeimpften Pilzarten wurden 30 Tage lang bei 
einer Temperatur von 20° C gehalten und dann auf ihren Geruch untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen haben wir in der Tabelle ] 
zusammengestellt. 

Aus den Untersuchungen der Tabelle I geht hervor, daB der durch 
Schimmelpilze erzeugte Geruch ein individuelles Artmerkmal ist und 
sehr verschiedenartig sein kann, sowohl faulig, muffig und widrig, wie 
auch aromatisch, amin- bzw. esterartig; auch kommen Arten ohne jeden 
Geruch vor. Alle intensiven Geriiche, mit Ausnahme des muffigen, 
weisen gleichzeitig auf die Bildung von EiweiBabbauprodukten und in 
gewissem Grade auch auf deren Qualitét hin. Auf Casein sind die 
Geriiche schwicher. Diejenigen Schimmelpilzarten, welche muffige, 
faulige oder andere unangenehme Geriiche erzeugen, miissen fiir die 
Milchindustrie als ungeeignet, zum mindesten als unvorteilhaft an- 
gesehen werden. Es ist jedoch bemerkenswert, da das bei der Kase- 
bereitung verwendete P. gorgonzola auf Milch einen unangenehmen, 
fauligen Geruch bildet. Wenn es trotz dieses Mangels in der Kase- 
industrie Verwendung findet, so kann man diese Tatsache nur dadurch 
etklaren, daB bei der Kasereifung eine Reihe von Mikroorganismen in 
einem gewissen symbiotischen Verhaltnis beteiligt ist, und daB gewib 
dieser oben erwihnte Geruch des Pilzes selbst unter solchen Bedingungen 
entsprechend verindert wird. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dab 
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man unter denselben Bedingungen bedeutend bessere Kase erhalten 
kénnte, wenn P. gorgonzola durch einen anderen Schimmelpilz mit 
gutem Geruch ersetzt werden kénnte. 

Was den EiweiBabbau betrifft, so sehen wir, daB Gelatine bei 
reichlichem Luftzutritt (auf Petri-Schalen) durch alle Schimmelpilze ver- 
fliissigt wird, wenn auch individuell in verschieden schneller Zeit. Milch 
eiweiB unterliegt einer bedeutend schwereren Verfliissigung als Gelatine. 
Obwohl es Schimmelpilzarten gibt, welche mit gleicher Leichtigkeit 
sowohl Gelatine als auch MilcheiweiB zu verfliissigen imstande sind, 
andererseits wieder andere Arten diese beiden EiweiBarten nur schwer 
auflésen, so sieht man jedoch bei diesen Eigenschaften sehr haufig 
eine groBe, individuelle, von der Pilzart abhangige Verschiedenartigkeit. 
Auch hinsichtlich der Schnelligkeit, mit welcher einerseits die Peptoni- 
sierung der Milch, andererseits die Verfliissigung der Gelatine vor sich 
geht, kénnen wir kein klares Abhangigkeitsverhaltnis erkennen. 

Der Sauregehalt der Milch stellt sich nach 30 Tagen sehr ver- 
schieden dar, je nach der Schimmelpilzart. Im allgemeinen lassen fast 
alle Pilzarten eine Abnahme des Sauregehaltes bis zur neutralen Reaktion 
erkennen. Nur bei einer geringen Anzahl von Schimmelpilzen konnten 
wir eine Zunahme des Sauregehaltes der Milch feststellen. Zwischen 
Sauregehalt, Gelatineverfliissigungsfahigkeit und Milchpeptonisierung 
konnten wir kein Abhangigkeitsverhaltnis erkennen. 

Wenn man die Fahigkeit der Schimmelpilze, auf Milch Saure zu 
bilden, mit der Saurebildung auf Zuckernahrlésung vergleicht!, so 
sieht man, daB die Schimme!pilze auf Milch einen anderen Sauregehalt 
zeigen, es muB deshalb angenommen werden, daB hier andere Faktoren, 
oder vielleicht auch dieselben, nur in anderem MaBe ihren Einflub 
austiben, als dieses auf der Zuckernahrlésung der Fall war?. 


EiweiBabbau der Milch durch Schimmelpilze. 


Zur Untersuchung wurden auBer den oben erwahnten Penicillium- 
arten noch Chladosporium herbarum, Rhizopus nigricans, Aspergillus 
niger und Monilia fructigena verwendet. Die Pilze wurden auf ent- 
fetteter Milch geziichtet, welche in Mengen von je 100 ccm in Erlenmeyer- 
Kolben sterilisiert wurde. Darauf wurde die Milch 5 Tage stehengelassen, 
dann mit den Schimmelpilzen beimpft und 9 Tage lang bei einer Tem- 
peratur von etwa 25°C gehalten. Diese Zeitspanne erkannten wir als 
die beste, da dann die gréBten individuellen Unterschiede in der Ent- 
wicklung der Schimmelpilze und deren EiweiBabbau auftreten. In einigen 
Fallen hielten wir tiberdies die Schimmelpilze 24 bzw. 12 Tage lang. 


1 T. Chrzaszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 204, 106, 1929. 
2 Dieselben, ebenda 222, 243, 1930. 








36 T. Chrzaszez u. F. Pisula: 


Nach Verlauf von 9 Tagen wurde der Kolbeninhalt untersucht. Nach 
Umrihren wurde durch ein grobes Leinwandtuch filtriert, damit der gesamte 
Bodensatz zusammen mit der Milch durchging und lediglich das Pilzmycel 
zuriickgehalten wurde, welches noch leicht durchgespiilt wurde; das Filtrat 
wurde damit bis zu 100cem_ aufgefiillt. Das Pilzmycel wurde dann 
sorgfaltig gewaschen und bei einer Temperatur von 105° C bis zum konstanten 
Gewicht getrocknet. 

Im Filtrat wurden der Gesamtstickstoff, ferner Casein, Albumine und 
Globuline, Amine und Ammoniak, auBerdem der allgemeine Sauregehalt 
bestimmt. 

Der Gesamtstickstoff wurde nach der Methode von Kjeldahl, Casein, 
ferner Albumine und Globuline nach der Methode von Schlossmann', 
Ammoniak nach derjenigen von Winterstein und Schulze *, der Aminstickstoff 
nach van Slyke® und der Saéuregehalt in 10cem Mileh durch n/10 NaOH 
und Lackmuspapier bestimmt. 

Die Untersuchungen wurden gewohnlich in Serien zu sechs Proben 
durchgefiihrt. Bei jeder Serie wurde auBerdem zur Kontroile auch die 
sterilisierte Milch allein analysiert. 

Nach einem Verlauf von 9 Tagen zeigte es sich, daB sich eine Reihe 
von Schimmelpilzen auf sterilisierter Milch sehr schwach entwickelte. 
Wenn das getrocknete Mycel weniger als 0,06 g wog, wurde die zugehérige 
Milch nicht analysiert. Solche Arten gab es 19, némlich: P. Siemaszki, 
P. Raciborskii, P. Blakeslei, P. Szaferi, P. aurantio-griseum, P. Ste- 
phaniae, P. Janczewskii, P. ,,X‘‘, P. aureo-limbum, P. Kapuscinskii, 
P. Italicum, P. verrucosum, P. brevi-compactum, P. atramentosum, 
P. aurantio-albidum, P. candido-fulvum, P. carmino-violaceum, P. aureo- 
flavum, P. candidum. Alle tbrigen wurden analysiert, die Ergebnisse 
sind in Tabelle II angegeben. 

Aus den Untersuchungen iiber den EiweiBabbau sterilisierter Milch 
geht hervor, daB die physiologische Entwicklung der Schimmelpilze 
eine sehr verschiedene ist, da das Gewicht der getrockneten Mycel- 
kérper von fast 0,0 bis 1,66 g schwankt (P. griseo-roseum). Diese 
Tatsache zeugt dafiir, daB Schimmelpilze eine ungleichartige Fahigkeit 
besitzen, die in der Milch befindlichen Nahrstoffbestandteile zu ver- 
wenden. Einen gewissen EinfluB auf ihre Entwicklung besitzen wahr- 
scheinlich auch diejenigen Produkte der Milchzersetzung, die bei der 
Sterilisierung der Milch entstanden sind. 

Ein Beweis fiir das sehr individuelle Verhalten der Schimmelpilze 
auf Milch sind die Unterschiede des zur Entwicklung verbrauchten 
Stickstoffs, welchen wir durch einen Vergleich mit dem Gesamtstickstoff 
der Milch in der Kontrollprobe erhalten. Wir sehen daraus, daB gewisse 
Schimmelpilze zu ihrer Entwicklung sogar groBe Stickstoffmengen 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 197, 1896; Milchztg. 26, 169, 1897. 
2 Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 522, 1922. 
3 Ebenda Abt. I, Teil 7, S. 263, 1923. 
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verbrauchen. AuBer diesen individuellen, von der Piizart abhangigen 
Unterschieden ist im allgemeinen der Stickstoffverbrauch ein um so 
groBerer, je kraftiger der Mycelkérper entwickelt war. 

Sehr individuell stellt sich je nach der Schimmelpilzart auch die 
Fahigkeit dar, EiweiB abzubauen, also die Menge des gelésten EiweiBes, 
was wieder in zweiter Linie von der physiologischen Entwicklung des 
Pilzes abhingt. Dasselbe kann man auch von den weiteren Eiweib- 
abbauprodukten sagen. Die verhaltnismaBig geringste Uherein- 
stimmung finden wir bei der Menge der Aminoverbindungen. Diese 
Erscheinung ]aBt sich dadurch erklairen, daB der Abbau, sobald er zu 
den Aminen gelangt ist, bei diesen Verbindungen nicht stehen bleibt, 
sondern weiter bis zur Ammoniakbildung verlauft. Fiir eine solche 
Erklarung spricht auch die Tatsache, daB Ammoniak ziemlich reichlich 
angehauft wird, bei gewissen Arten sogar einige Male mehr als Amin- 
verbindungen. 

In einem interessanten Verhaltnis steht hinsichtlich des MilcheiweiBes 
die physiologische Seite des Schimmelpilzes zur biochemischen. Es zeigt 
sich némlich, daB diese beiden Prozesse nicht gleichbedeutend sind, da 
man einerseits bei Arten wie P. rugulosum, P. bialowiezense und anderen 
bei nur unbedeutendem Stickstoffverbrauch einen verhaltnismaBig kraftigen 
EiweiBabbau antrifft, wahrend andererseits bei P. Johannioli, P. matris meae 
und anderen umgekehrt bei verhaltnismaBig reichlichem EiweiBverbrauch ein 
nur schwacher Abbau stattfindet. Aus dem oben Angefiihrten geht auch 
hervor, daB die Schimmelpilze EiweiB nicht gleichmaBig angreifen und 
daB ferner, sobald einmal Eiwei®B gelést ist, dessen weiterer Abbau schon 
verhaltnismaBig leicht, wenn auch nicht vollig gleichmaéBig vonstatten geht, 
daB sich demnach, je nach der Pilzart, verschiedene Abbauprodukte in 
verschiedener Menge bilden kénnen. 

Eine ahnliche Erscheinung ist schon bei der Zuckerumbildung 
durch Schimmelpilze bekannt geworden. Entweder tritt bei dieser 
nur eine erste, bis zum Athylalkohol fiihrende Umbildungsphase auf’, 
oder die Umbildung geht weiter bis zur Bildung von verschiedenen 
Sauren? in verschiedener Menge. 


Der Sauregehalt stellt sich auf Milch nach 9 Tagen derart ungleich 
dar, daB es vorlaufig schwer ist, eine ausreichende Erklarung dieser 
Erscheinung zu geben. Wahrscheinlich hat man es hier mit den 
Resultaten von mehreren Arten von Prozessen zu tun, und zwar mit 
der Bildung von Séure aus Zucker, andererseits mit der Bildung von 
Saure aus EiweiB bzw. dessen Abbauprodukten*, und schlieBlich mit 


1 S. Kostytschew u. Eliasbery, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 141, 1920; 
T. Chrzqszz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 222, 243, 1930. 

2 Dieselben, ebenda 229, 343, 1930; 7. Chrzaszez u. D. Tiukow u. Zako- 
morny, ebenda 250, 254, 1932. 

3 7. Chrzqszcz u. D. Tiukow, ebenda 242, 137, 1931. 
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der Neutralisierung durch das bei dem EiweiBabbau ausgeschiedene 
Ammoniak. 

Wenn man die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen 
unter dem Gesichtspunkte der Bedeutung der Schimmelpilze fiir die 
Molkereiindustrie betrachtet, so muB man zu der Uberzeugung gelangen, 
daB diese ein bisher nicht genug ausgeniitztes, sehr reiches Material 
verschiedenartiger Fahigkeiten bilden. Es zeigt sich namlich, daB 
Schimmelpilze MilcheiweiB verschieden schnell und verschieden  tief 
abbauen kénnen. Ferner vermégen sie den Saéuregehalt der Milch zu 
veraindern, sei es, daB sie diesen durch Verbrauch oder Neutralisierung 
von Saure vermindern, sei es, daB sie den Sauregehalt durch schwachen 
Verbrauch von fertiger Saure und gleichzeitige Bildung anderer Séuren 
erhéhen bzw. teilweise auf der gleichen Hohe halten. Sie kénnen auch 
angenehme und erwiinschte Geriiche bilden. In Fallen, wo es sich bei 
der Kasebereitung nur um cine Vorbereitung des Substrats fiir Bakterien- 
tatigkeit handeln wird, werden Schimmelpilze erwiinscht sein, welche 
schnell Saéuren verbrauchen. Wenn die Pilze einen Peptonisierungs- 
prozeB zusammen mit Bakterien durchfiihren sollen, so werden Arten 
mit gerade solchen Eigenschaften gewahlt werden miissen. SchlieBlich 
kann man durch eine Verwendung von solchen Schimmelpilzen, die 
einen erwiinschten Geruch bilden, Kasearten entsprechend veredeln. 


Erst ein eingehendes Kennenlernen dieser verschiedenen Schimmelpilz- 
eigenschaften wird deren zweckentsprechende Verwendung in der Milch- 
industrie méglich machen. 


SchluBbfolgerungen. 


Unsere mit 77 verschiedenen Schimmelpilzarten tiber den Abbau 
und den Verbrauch von Eiwei8 durchgefiihrten Untersuchungen fiihren 
zu folgenden SchluBfolgerungen: 

1. Die Schimmelpilze zeigen auf Milch eine ungleichmaBige Ent- 
wicklungsfahigkeit, wobei die Unterschiede zwischen den einzelnen 
Arten groB sind. Daraus folgt, daB nicht alle Schimmelpilzarten mit 
gleicher Leichtigkeit Nahrung aus den Bestandteilen der Milch zu 
assimilieren vermégen. 

2. Simtliche Schimmelpilze besitzen die Fahigkeit, Milcheiwei 
abzubauen. Dieser Abbau kann bis zur Ammoniakbildung fiihren. 
Die Schnelligkeit des EiweiBabbaues, ferner die Qualitét und Quantitat 
der einzelnen Produkte dieses Abbaues sind sehr verschieden und 
individuell von der Pilzart abhangig. 

3. Der EiweiBabbau und die Qualitét dieses Abbaues, ferner der 
Stickstoffverbrauch wahrend der Schimmelpilzentwicklung sind zwei 
voneinander unabhangige Funktionen des physiologischen Schimmel- 
pilzapparates. 
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4. Wahrend der Entwicklung der Schimmelpilze erfolgt auf Milch 
sehr haufig eine Verminderung des Sauregehaltes, bei manchen Arten 
bis zur neutralen Reaktion. Die Ursache dafiir ist eine Verzehrung 
durch den Pilz bzw. eine Neutralisierung der Saure durch Ammoniak, 
das bei dem EiweiBabbau durch Schimmelpilze gebildet wird. Die 
Schnelligkeit der Verminderung des Siuregehaltes ist mit der physio- 
logischen Entwicklung der Schimmelpilze in den Grenzen individueller 
Unterschiede verbunden. Zwischen Sauregehalt der Milch und EiweiB- 
abbau kann eine deutliche Abhangigkeit nicht festgestellt werden. 

5. Die Schimmelpilze bilden auf Milcheiweif sehr verschieden- 
artige Geriiche: faulig, skatolartig, muffig, Ester-, Amin-, Ammoniak- 
geruch; es gibt auch gewisse Arten ohne jeden Geruch. 





Untersuchungen iiber das Permeierungsvermégen 
der Kohlensaure durch lebendes Gewebe. 


Von 
J. Wehrli-Hegner und Oscar A. M. Wyss. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 25, August 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


In seiner Monographie iiber die ,,Regulierung der Atmung* hat 
W. R. Hess! die Rolle, die der Kohlensiure mit ihrem hervorragenden 
transcellularen Diffusionsvermégen im Mechanismus der Atmungs- 
regulierung zukommt, genau umschrieben, nachdem schon friiher 
Winterstein®, Straub? und Gesell* auf die Bedeutung dieser wichtigen 
Eigenschaft der Kohlensaure fiir die Reaktionsregulierung im Organismus 
und die chemische Regulierung der Atmung hingewiesen hatten (vgl. 
auch Gollwitzer-Meier®, S. 1107). Da bisher nur _ verhaltnismaBig 
wenige experimentellen Untersuchungen iiber das Diffusionsvermégen 
der Kohlensaure in pflanzlichen und tierischen Zellen und Geweben 
. vorliegen, so haben wir, einer Anregung von Herrn Prof. W. R. Hess 
folgend, mit einer etwas anderen Methodik als die friiheren Autoren 
derartige Permeierungsversuche an isolierten BlutgefaBen (Venen) 
vorgenommen. 

Die sehr leichte Durchlassigkeit von pflanzlichen und tierischen Zellen 
fiir freie geléste Kohlenséure wurde schon von Overton® festgestellt. Nach 


direkter Messung der Diffusionsgeschwindigkeit durch Gewebsmembranen 
von Krogh? ist die Diffusionskonstante fiir Kohlenséure in lebendem Gewebe 


1 W. R. Hess, Die Regulierung der Atmung, 8. 33. Leipzig, Thieme. 
1931. 


S 


Naturwiss. 11, 625, 645, 1923. 

Ergebn. d. inn. Med. 26, 1, 1925. 

Physiol. Rev. 5, 551, 1925. 

Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 16, 1. Teil, 1101 ff., 1930. 
Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 92, 248, 1902. 

J. of Physiol. 52, 391, 1919. 
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mehr als 30mal gr6Ber als fiir Sauerstoff. Jacobs! hat die besonders leichte 
Diffusion der Kohlensiure in lebenden Zellen so nachgewiesen, da®B er 
Bliiten von Symphytum peregrinum, deren natiirlicher Farbstoff als 
Indikator diente, in mehr oder weniger stark saure oder ganz schwach 
alkalische Lésungen von verschiedenem Kohlenséuregehalt brachte und 
bei Anwesenheit von Kohlenséure in der betreffenden Lésung im Innern 
der Zellen eine fast momentane Verschiebung der Reaktion nach der sauren 
Seite feststellen konnte, waihrend im kohlensaurefreien bzw. kohlenséure- 
armen Milieu diese intracellulare Reaktionsverschiebung nicht nachzuweisen 
war. In starker alkalischem Milieu (reine Bicarbonatlésung) trat dieser 
Umschlag nach der sauren Seite nicht auf. Jacobs hat diese Befunde auch 
an tierischen Zellen bestatigt gefunden: Wurden z. B. mit Neutralrot 
schwach gefarbte Seesterneier in verschiedene Lésungen gleicher, saurer 
oder ganz schwach alkalischer Reaktion gebracht, so erfolgte eine intra- 
cellulare Reaktionsverschiebung nach der sauren Seite nur dann, wenn 
Kohlenséure im umgebenden Milieu anwesend war. Chambers*® hat die 
Versuche Jacobs’ so ausgefiihrt, daB er die mit Neutralrot vitalgefarbten 
Seesterneier zuerst in mit Kohlensaure gesittigte Bicarbonatlésung brachte, 
wobei sich das Zellinnere starker rot farbte, also deutlich sauer wurde. 
Wurden hingegen die mit Neutralrot vitalgefiirbten Seesterneier in Meer- 
wasser gebracht und dieselbe kohlenséiuregesaéttigte Bicarbonatlésung in 
das Innere der einzelnen Eizelle injiziert, so erfolgte Gelbfarbung des Zell- 
inhaltes, also Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite. Damit 
ist das selektive Permeieren der Kohlenséure noch anschaulicher dar- 
gestellt, und Chambers konnte zugleich zeigen, daB der Sitz dieser Semi- 
permeabilitat der lebenden Zelle die oberflachliche Protoplasmahaut ist. 
In den Untersuchungen von Clowes und Smith® und Smith* diente als 
intracellularer Indikator nicht ein natiirlicher Farbstoff oder ein Vital- 
farbstoff, sondern die durch Verschiebung der Reaktion nach der sauren 
Seite bedingte Entwicklungshemmung von Seeigeleiern. Im kohlenséure- 
freien Milieu tritt bis zu einer Wasserstoffionenkonzentration von pq = 5,8 
keine Hemmung der Zellteilungen auf, wahrend in kohlensaéurehaltigem 
Milieu in dem Bereich von py = 8,2 bis 5,8 mit zunehmender Séuerung 
eine zunehmende Hemmung der Zellteilungsvorginge beobachtet wird, 
fiir welche nach Ansicht der genannten Autoren die Konzentration der 
freien Kohlensiure maBgebend ist. Auch aus den Versuchen von Osterhout 
und Darcas*® an Valonia macrophysa scheint hervorzugehen, daB die Kohlen- 
siure im wesentlichen als undissoziiertes Molekiil H,CO, (einschlieBlich 
freie CQO,-Molekiile) permeiert; denn die Permeationsgeschwindigkeit 
wichst mit zunehmender Konzentration der undissoziierten Molekiile in 
der Suspensionsfliissigkeit. Versuche am Schildkrétenherzen iiber die 
Herabsetzung der Kontraktilitat des Vorhofes fiihren Smith® zu der SchluB- 


2 Amer. J. of Physiol. 51, 321; 538, 457, 1920; J. gen. Physiol. 5, 
181, 1922. 

2 Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 20, 72, 1922; J. gen. Physiol. 5, 
189, 1922. 

8 J. of biol. Chem. 55, XIX, 1923; Amer. J. of Physiol. 64, 144, 1923; 
ebenda 68, 183, 1924. 

4 Ebenda 72, 347, 1925. 

5 J. gen. Physiol. 9, 255, 1925. 

® Amer. J. of Physiol. 76, 411, 1926. 
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folgerung, daB Kohlensaure sehr leicht in die Vorhofmuskulatur eindringt 
wihrend organische Sauren viel langsamer und Mineralséuren fast nicht 
permeieren. Der Effekt scheint nicht auf einer Steigerung der Wasserstoff 
ionenkonzentration im umgebenden Milieu, sondern auf einer Zunahme 
der intracelluliren CO,-Konzentration und daraus folgender Steigerung 
der Wasserstoffionenkonzentration im Innern der Zellen zu beruhen. Nach 
den Untersuchungen von Wakeman, Eisenman und Peters! permeiert 
Kohlenséure als freie CO,-Molekiile durch die Membran der roten Blut 
k6rperchen, was wohl schon friiher als allgemein giiltig angenommen wurde; 
denn nach Hoéber? (II, 8. 605) ist die Oberfliche der Erythrocyten deshalb 
fiir H*-lonen scheinbar durchlissig, weil sie eben fiir CO, durchlassig ist. 

Obschon das auffallend hohe Permeierungsvermégen der Kohlen- 
siure anderen Sauren gegeniiber auf Grund der bisherigen wenn auch 
nicht sehr zahlreichen Untersuchungen als feststehend betrachtet 
werden darf, schien es dennoch angezeigt, den Durchtritt der Kohlensiure 
durch lebendes Gewebe, und zwar speziell durch die Wand von Blut- 
gefdpen direkt zu messen und mit der Durchtrittsgeschwindigkeit 
anderer Sauren zu vergleichen. Unsere Untersuchungen schlieBen 
sich insofern an die Untersuchungen von Krogh an, als nicht der Eintritt 
der Kohlensaure ins Zellinnere, sondern ihr Durchtritt durch eine Gewebe- 
membran gemessen wird. Andererseits haben unsere Untersuchungen 
mit denjenigen von Jacobs, Chambers, Clowes und Smith und Smith 
das gemeinsam, daB die Anderung der Wasserstoffionenkonzentration 
jenseits der permeablen Membran als Indikator fiir den Durchtritt 
der Kohlensaure dient. Aber darin unterscheiden sich unsere Unter- 
suchungen von den Untersuchungsmethoden simtlicher friiheren 
Autoren, daB die Anderung der Wasserstoffionenkonzentration jenseits 
der permeablen Membran mit gréBerer Genauigkeit gemessen und vor 
allem der zeitliche Verlauf dieser Reaktionsverschiebung untersucht wird 

Als Testobjekt fiir die Priifung des Permeierungsvermégens haben 
wir auch nicht eine beliebige tiberlebende Gewebemembran, sondern 
die iiberlebende GefiBwand gewahlt, von der Erwaigung ausgehend. 
daB die feineren BlutgefaBe, speziell die dinnwandigen Venen, wenigstens 
in bezug auf die Durchlassigkeit fiir Kohlensiure den Kapillaren nah« 
stehen. Dementsprechend haben wir unsere Untersuchungen iiber dic 
Permeation der verschiedenen Saéuren an der sehr zartwandigen Vena 
abdominalis von kleinen und mittelgroBen Fréschen ausgefihrt. 

DaB die Venen sich am _ physiologischen Stoffaustausch beteiligen. 
scheint zwar nach Gellhorn® nicht wahrscheinlich zu sein, obschon F'réhlic/ 


1 J. of biol. Chem. 73, 567, 1927. 

2 Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. Leipzig, Engelmann. 
5. Aufl., 1, 1922; II, 605, 1924. 

3 Das Permeabilitatsproblem, seine physiologische und _ allgemein 
pathologische Bedeutung. Monogr. a. d. Ges.-geb. d. Physiol. d. Pfl. u. d 
Tiere 16, 299. Berlin, Springer, 1929. 
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und Zak? nach Injektion bestimmter Farbstoffe einen Durchtritt dieser 
Stoffe in den Venen der Froschzunge nachweisen konnten und daraus 
auf eine Austauschfunktion der Venen geschlossen haben (vgl. auch 
Hesselmann*). Immerhin ist der Gedanke, da®B die kleinen und kleinsten 
Venen wenigstens teilweise, wenn vielleicht auch nur passiv, am Stoff- 
austausch beteiligt sind, nicht ohne weiteres von der Hand zu_ weisen. 
besonders wenn man bedenkt, wie die diinnwandigen Venen im Gegensatz 
zu den Arterien stark verzweigt und gar nicht immer auf dem direktesten 
Wege durch das Gewebe ziehen, und wenn man auch die relativ langsame 
Blutstr6mung in den Venen beriicksichtigt. Auch besteht nach Krogh*® 
zwischen den Kapillaren und den kleinsten Venen weder histologisch, noch 
funktionell ein wesentlicher Unterschied, und besonders die subpapillaren 
Venen der menschlichen Haut sind physiologisch als Kapillaren zu be- 
trachten. Auberdem liegt es nahe, auch angesichts der Tatsache, dab die 
Nabelvene in dem Teil, der die Sulz der Nabelschnur durchzieht. die Per- 
meabilitat einer Kapillare besitzt (Runge), an eine gewisse Beziehung in 
funktioneller Hinsicht zwischen Venen und Kapillaren zu denken. 

DaB den vorliegenden Untersuchungen und insbesondere der 
nachstehend beschriebenen Methodik auch fiir allgemeine Fragen aus 
dem Gebiete des Permeabilitétsproblems eine gewisse Bedeutung 
zukommt, braucht hier nicht naher erértert zu werden. Es sei nur auf 
das unterschiedliche Verhalten der Kohlensaiure anderen Sauren gegen- 
iiber hingewiesen, was uns einen tieferen Einblick in den Mechanismus 
der Saurenpermeabilitat erméglicht. 

Versuchsplan. Ein astfreies Stiick der vorderen Bauchvene vom 
Frosch soll in vitro auf die Durchlassigkeit fiir Sauren, besonders 
Kohlensaure geprift werden. Als Test fiir das Eindringen bzw. Aus- 
treten von Saure durch die GefaBwand bei Zusatz bzw. Wegnahme 
von Saure im umgebenden Milieu dient die Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration im Innern des GefaBfragments. 

Als Untersuchungselektrode fiir die Bestimmung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration im GefaéBinnern wird die Antimonelektrode (Brink- 
man) verwendet. Die nach Buytendijk und Woerdeman gegossene, nach 
vorn diinn ausgezogene und bis an die Spitze isolierte Elektrode wird 
mit ihrem vordersten freien Ende in das am anderen Ende zugebundene 
GefaBstiick eingefiihrt. Die Elektrode, deren freie metallische Spitze 
auf diese Weise vollstandig von GefaéBwand umbiillt ist, befindet sich 
wahrend des Versuchs dauernd in sauerstoffdurchstrémter, kohlensiure- 
freier, mit Phosphat gepufferter Nahrlésung. 

Als Bezugselektrode dient eine Chinhydronelektrode, die ver- 
mittelst einer KCl-Agarsiule mit der das GefaiB umgebenden Nahr- 
lésung in leitender Verbindung steht. 


Zeitschr. f. exper. Med. 42, 41, 1924. 

Zeitschr. f. Biol. 92, 287, 1932. 

Anatomie u. Physiologie der Kapillaren. Berlin, Julius Springer, 1929. 
* Zentralbl. f. Gynakol. 1927, S. 46. 
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Fiir die fortlaufende Messung des Elektrodenpotentials und _ins- 
besondere fiir den Nachweis kleiner rasch verlaufender Potential- 
anderungen erwies sich das Réhrenvoltmeter, sowohl mit Kompensation 
als auch mit direkter Ablesung am Zeigerausschlag als die Methode 
der Wahl. Zuerst wurde die von Fiirth angegebene Anordnung, spater 
die Briickenschaltung nach Stadie verwendet. 

Der Gang eines einzelnen Versuchs ist kurz folgender: Befindet 
sich die Antimonelektrode mit dem iiber die Spitze gezogenen Gefak- 
fragment in der unverainderten Nahrlésung, so wird das Elektroden- 
potential gemessen und auf Nullstellung oder auf einen bestimmten 
Zeigerausschlag des Galvanometers kompensiert. Alsdann wird unter 
Vermeidung von etwaigem Kohlensaurezutritt aus der umgebenden 
Luft die auf ihr Permeierungsvermégen zu untersuchende Saure der 
das GefiB umgebender Nahrlésung zugesetzt und wahrend der nachsten 
2 Minuten die Anderung der Wasserstoffionenkonzentration im Gefab- 
innern am Wandern des Zeigers beobachtet. In ganz analoger Weise 
kann durch Ersatz mit frischer Nahrlésung erreicht werden, daB die 
Saure durch die GefaBwand wieder austritt, oder es kann durch Zusatz 
von Lauge das Permeierungsvermégen von Laugen untersucht werden. 
Jedes Zufiigen von Reaktionsmitteln sowie auch das Auswechseln der 
Nahrlésung erfolgt unter Ausschlu8 von Kohlensaure. 


II. Methodik. 
1. Elektroden. 


a) Als Untersuchungselektrode verwendeten wir die von Udl und 
Kestranek' angegebene und seither von einer Reihe von Awutoren® aut ihre 
Brauchbarkeit zur py-Messung untersuchte Antimonelektrode.  Fiir die 
vorliegenden Untersuchungen, wo eine Fliissigkeitsstr6mung an der Elektrode 
von vornherein ausgeschlossen war, erwies sich die sonst auf Strémungs- 
‘potentiale sehr empfindliche Antimonelektrode als sehr geeignet. Die 


1 Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss. Wien, Math.-naturwiss. K]., Abt. IIb. 
132, 29, 1923. 

2 I. M. Kolthoff u. B.D. Hartong, Rec. trav. chim. des Pays-Bas 44, 
113, 1925; EB. J. Roberts u. F. Fenwick, J. Amer. Chem. Soc. 50, 2125, 1928; 
F. Fenwick u. E.Gilman, J. of biol. Chem. 84, 605, 1929; R. Brinkman, 
Physiol. Kongr. Frankfurt 1927; Arch. néerl. de physiol. 18, 582, 192s: 
Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. III, Teil A, 2, 2075, 
1930; R. Brinkman u. F. J.J. Buytendijk, diese Zeitschr. 199, 387, 1928: 
F. Vlés, u. E. Vellinger, Arch. de physique biol. 6, 38, 1927; 6, 92, i928; 
7, 39, 1928; Kl. Gollwitzer-Meier u. W. Steinhausen, Pfliigers Arch. f. d. ges. 
Physiol. 220, 551, 1928; J.J. Shukoff u. G. P. Awsejewitsch, Zeitschr. tf 
Elektrochem. 35, 349, 1929; J.J. Shukoff u. V.M. Gortikoff, ebenda 35. 
853, 1929; G. P. Awsejewitsch u. J. J. Shukoff, ebenda 37, 771, 1931; H. T. 8 
Britton u. R.A. Robinson, J. Chem. Soc. London 1931, 8. 458; M. Gez, 
Arch. de physique biol. 9, 110, 1931; R. J. Fosbinder, J. Labor. and clin 
Med. 16, 411, 1931. 
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Elektroden wurden nach dem von Brinkman (1.c.) und Buytendijk und 
Woerdeman' angegebenen und von Vlés und Vellinger (1. ¢.) und Gollwitzer- 
Meier und Steinhausen (1. c.) titbernommenen Verfahren durch Schmelzen 
und Ausziehen im Glasrohr hergestellt. Reines metallisches Antimon 
(Kahlbaum) wurde in einseitig zugeschmolzenen Réhrchen aus Jenaer 
Schmelzglas von etwa 7mm aéuBerem Durchmesser geschmolzen, worauf 
beim Erweichen des Glases der untere Teil der Réhrchen mitsamt dem 
fliissigen Metall auf einen auBeren Durchmesser von 0.5 bis ]lmm aus- 
gezogen wurde. Noch vor dem Erstarren wurde ein Kupferdraht in das 
fliissige Antimon eingesetzt. Nach dem Erkalten wurde die ausgezogene 
Kapillare an geeigneter Stelle abgebrochen und die so entstandene Elek- 
trodenspitze auf einem sauberen Abziehstein geschliffen und mit einem 
weichen Tuch poliert. 

Wenn auch die so hergestellten Antimonelektroden in Phosphat puffer- 
l6sungen von gleichem py untereinander nicht iibereinstimmende Potential- 
werte ergaben und an ein und derselben Elektrode bei langerem Verweilen 
in derselben Lésung das Gleichgewicht sich erst nach und nach einstellte, 
so zeigte sich dennoch, daB unabhangig davon, welches Potential die 
Antimonelektrode aufweist, in ein und derselben Lésung eine bestimmte 
Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration mit einer ihr ent- 
sprechenden Anderung der EMK. einhergeht. Das Verhaltnis von EMK. 
zu px ist recht gut linear. Unabhangig von der Gleichgewichtseinstellung 
der Elektrode entspricht bei Zimmertemperatur einer py-Anderung von 
1,0 zwischen py 3.2 und 7,2 eine Anderung der Potentialdifferenz von 
46 Millivolt, zwischen py 7.2 und 7,5 eine solche von 43 Millivolt. Dabei 
werden innerhalb derselben Lésung py-Anderungen von 0,1 binnen wenigen 
Sekunden angezeigt. Die Antimonelektrode ist in dieser fiir biologische 
Untersuchungen bestimmten Form eine gut geeignete Elektrode, um in 
ein und derselben Lésung rasch verlaufende Anderungen der Wasserstoff- 
ionenkonzentration nachzuweisen, zu registrieren und zu messen. Diese 
in Glasr6hrchen gegossenen und zur Kapillare ausgezogenen Elektroden 
erwiesen sich fiir unsere Untersuchungen auch deshalb als sehr zweckmaBig, 
weil sie sich wie eine Kaniile leicht in die freipraparierte Vene einfiihren 
lieBen, und auch das Festbinden der Vene auf der Glaskapillare bei einiger 
Ubung keine besonderen Schwierigkeiten bereitete. 

b) Als Bezugselektrode bedienten wir uns der Chinhydronelektrode 
(Vetbel*), in einer ahnlichen Anordnung, ‘wie sie Gollwitzer-Meier und Stein- 
hausen (1. ¢c.) fiir die py-Messung in str6menden Fliissigkeiten benutzten. 
Das die Chinhydronelektrode enthaltende GefaiB steht iiber einen mit 
KCl befeuchteten Hahnschliff und eine KCl-Agarsiule mit der Nahr- 
lésung im UntersuchungsgefaéB in Icitender Verbindung (vgl. Abb. 3). Die 
Chinhydronelektrode wurde nach den Angaben von Veibel zusammen- 
gesetzt: blanker Platindraht in einer Lésung von n/100 HCl, 0,09n KCI, 
gesattigt mit Chinhydron. Die Lésung wurde zu Beginn jedes Versuchs 
frisch hergestellt. 


2. Messung des Elektrodenpotentials. 


Recht geeignet erwies sich fiir unsere Zwecke das ,,.ROhrenvoltmeter 
fir Gleichspannung**, dessen Wirkungsweise auf der Schaltung der Elek- 


1 Roux Arch. 112, 387, 1927. 
2 J. Chem. Soc. London 123/124, 2203, 1923. 
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tronenrohre fiir Gleichstromverstarkung beruht (vgl. Scheminzky!, Ostwald 
Luther*, Mislowitzer®, Clark*, Kolthoff®, Kolthoff und Furman®*). — Solche 
Roéhrenmillivoltmeter wurden von zahlreichen Autoren? zur Messung von 
Klektrodenpotentialen verwendet. Der hauptsiéchliche Vorteil diese: 
Art der Potentialmessung liegt darin, daB von vornherein ausgeschlossen 
ist, daB die Elektroden wahrend der Messung Strom bekommen, was ja 
bei der gewéhnlichen Kompensationsmessung nicht zu vermeiden ist. 

In den vorliegenden Untersuchungen verwendeten wir zuerst das von 
Firth (1. ¢.) angegebene ,,.R6hrenpotentiometer* (Abb. 1) mit einer Doppel 


——$——— 


Abb. 1. 

Schema der Réhrenanordnung nach Fiirth. 
Doppelgitter-Verstiirkerréhre (Philips A 241). A = Anodenspannung (18 bis 20 Volt). B= Heiz- 
spannung (2 Volt). © = Kompensationsspannung (2 Volt), D = Negative Gittervorspannung 
(2 Volt). E = Elektrodensystem, a = Antimonelektrode, b = Bezugselektrode. Gj), G2 = Gal- 
vanometer verschiedener Empfindlichkeit. W', = Regulierwiderstand (etwa 1000 Ohm), W, 

Regulierwiderstand (etwa 100 Ohm). P = Potentiometer (2 Volt), U — Gewoéhnlicher Um 
schalter. (Ndhere Beschreibung siehe Text.) 


gitterverstaérkerréhre Philips A 241, mit einer Heizspannung von 2 Volt. 
einer Anodenspannung von 18 Volt und einer negativen Vorspannung des 
Steuergitters von 2 Volt. Das Raumladegitter ist direkt an den positiven 
Pol der Anodenbatterie angeschlossen. Der Arbeitspunkt der Réhre be- 
findet sich auf dem geradlinigen Teil der Charakteristik, etwas gegen den 
unteren Knick verschoben, entsprechend einem Anodenruhestrom von 
etwa 1,5 Milliampere und einer Steilheit von etwa 1 Milliampere pro | Volt. 
Der Anodenstrom wird vermittelst einer Kompensationsspannung von 
‘2 Volt und zweier Widerstande W, und W, (Grob- und Feinregulierung) 
im Stromzweig der beiden abwechslungsweise einzuschaltenden Galvano- 
meter (G, und G,) verschiedener Empfindlichkeit auf Null kompensiert. 


1 Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. II], Teil A, 2. 
931, 1928. 
2 Physiko-chemische Messungen, 5. Aufl., Leipzig 1931. 

3 Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration von Fliissig 
keiten. Springer, Berlin 1928. 

4 Determination of Hydrogen Ions. 3rd ed. Baltimore 19238. 

5 Die kolorimetrische und potentiometrische py-Bestimmung. Berlin. 
Springer, 1932. 

® Potentiometric Titrations 2nd ed. New York 1931. 

7 K. H. Goode, J. Amer. Chem. Soc. 44, 26, 1922; 47, 2483, 1925: 
H. Bienjait, Rec. trav. chim. des Pays-Bas 45, 166, 1926; F. J.J. Buyten 
dijk u. R. Brinkman, Proc. koninkl. Akad. v. wetensch. Amsterdam 2%, 
6, 1926; Kl. Gollwitzer-Meier u. W. Steinhausen, |. c. 8.50; R. Firth, 
Physik. Zeitschr. 28, 697, 1927; Kolloidchem. Beih. 28, 235, 1929. 
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Da der Widerstand W,-+ W, (etwa 1000 Ohm) im = Verhaltnis zum 
Galvanometerwiderstand (max. 60Ohm) groB ist, werden sich Schwankungen 
des Anodenstroms vorwiegend im Galvanometerzweig bemerkbar machen. 
Als Galvanometer geringerer Empfindlichkeit G, dient ein Drehspulzeiger- 
galvanometer (Cambridge Instrument Co.) mit etwa 10-* Amp. pro Skalenteil 
und einem inneren Widerstand von etwa 10 Ohm, als solches héherer 
Empfindlichkeit G, ein Drehspulnullinstrument mit Zeigerablesung (7'riib, 
Tduber u. Co.) mit 3.88.10°7 Amp. pro Skalenteil und einem = inneren 
Widerstand von 60 Ohm. Im Gitterkreis ist ein feinregulierbares Potentio- 
meter (1 jo) von maximal 2 Volt Spannungsdifferenz mit der Gitterbatterie 
in Rethe geschaltet, und zwar so, daB sich die abgegriffene Spannung 
zur Gittervorspannung addiert. Zwischen diesem Potentiometer und 
dem Steuergitter befindet sich der AnschluB des Elektrodensystems. — Fiir 
gewohnlich wird der positive Pol (Bezugselektrode) mit dem Steuergitter, 
der negative Pol (Untersuchungselektrode) mit der Kathodenseite ver- 
bunden. Durch einen einfachen Umschalter (’ laBt sich das Steuergitter 
vom Elektrodensystem abschalten und gleichzeitig mit dem negativen Pol 
der (Gritterbatterie verbinden, so das jederzeit der Anodenruhestrom 
kontrolliert und eventuell nachkompensiert werden kann. 


Zu Beginn einer jeden Messung wird in der eben beschriebenen Weise 
das Steuergitter direkt mit der Gitterbatterie verbunden und der Anoden- 
ruhestrom erst mit G,, dann mit G, kompensiert.  Darauf wird bei 
Nullstellung des Potentiometers durch Umschalten von (" das Elektroden- 
system angeschlossen, woraut der Anodenstrom sofort um den entsprechenden 
Betrag ansteigt. Da das Potential zwischen Untersuchungs- und Bezugs- 
elektrode immer einige 100 Millivolt betragt, wird auch der Anodenstrom 
um einige 100 Mikroampere zunehmen. Bei unverinderter Stellung der 
Regulierwiderstande W, und W, wird mit hilfe des Potentiometers P? erst mit 
G,, dann mit G,der Anodenstrom wiederum auf den Ausgangswert kompensiert. 
Die am Potentiometer abgegriffene Spannung ist dabei gleich der zwischen 
den Elektroden herrschenden Spannungsdifferenz, sofern sich der Anoden- 
strom unterdessen nicht verandert hat, was durch Umschalten von (7 
kontrolliert wird. Ist dies nicht der Fall, so wird das Elektrodenpaar wieder 
angeschlossen, und unter Zugabe der zu priifenden Lésung zur Unter- 
suchungsfliissigkeit wird eine etwa auftretende Veranderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration am Abweichen des Galvanometerzeigers aus der Null- 
stellung beobachtet. Fiir jede neue Messung wird immer zuerst G, ein- 
geschaltet, und erst wenn sich G, als zu wenig empfindlich erweist, wird 


auf G, iibergegangen. Bei Verwendung des emptindlicheren Galvanometers G, 
entspricht einem Ausschlag von 1 Skalenteil eine Anderung des Elektroden- 
potentials von etwa 0,3 Millivolt, entsprechend einer py-Verschiebung 
von weniger als 0,01, was fiir die vorliegenden Untersuchungen mehr als 
genugend war. 


Bei dieser nach den Angaben von Firth aufgebauten Réhrenanordnung 
bereitete es erhebliche Schwierigkeiten, den kompensierten Anodenstrom 
langer als einige Minuten konstant zu halten. Da allerdings der einzelne 
Permeierungsversuch nicht itiber 2 Minuten ausgedehnt wurde, haben wir 
trotzdem einen groBen Teil unserer Messungen mit der Fiirthschen Methode 
durchgefiihrt. Bei mehrfacher Wiederholung der Permeierungsversuche und 
eventuell auch fiir zeitlich etwas ausgedehntere Messungen erwies es sich 
aber als wiinschenswert, tiber eine Methode zu verfiigen, die eine bessere 
Konstanthaltung des Anodenstroms erméglicht. Wir haben daher eine 
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weitere Reihe von Versuchen mit einer selbstregulierenden Réhrenanordnung 
(Tédt', Stadie*, Bienfait, |.c., Goode*) durchgefiihrt, wofiir wir uns, ahnlich 
wie Brinkman (l.c.), der Wheatstoneschen Briickenschaltung nach Stadie* 
bedienten. 

Die Schaltung ist in Abb. 2 wiedergegeben. Zwei gewohnliche Ver 
starkerréhren (Philips A 415) bilden zwei benachbarte Zweige einer Wheat- 
stoneschen Briickenanordnung. In den gegeniiberliegenden Briicken 


Abb. 2. 

Schema der Réhrenanordnung nach 

Stadie- Brinkman. Zwei gewihnliche 

Verstirkerrébren (Philips A 415). 

A = Anodenspannung (120 bis 150 Volt). 

B= Heizspannung (4 Volt). C = Gemein- 

same negative Gittervorspannung 

(2 Volt). H, H' = Heizwiderstinde. 

G,, Go = Galvanometer verschiedener 

Emptindlichkeit. A= Unverinderlicher 

Widerstand (2000 Ohm). R’ = Unver- 

ainderlicher Widerstand (1800 Ohm). 

R'' = Verinderlicher Widerstand 

(400Ohm). R’'" = Veranderlicher Wider- 

f stand (20 Ohm). E = Elektrodensystem 

, 4 ] (vgl. Abb. 1). P = Potentiometer (2 Volt). 

| ‘a U = Umschalter. (N&here Beschreibung 
| } siehe Text. 
4}. ban i- — ' 


zweigen liegt einerseits ein konstanter Widerstand # (2000 Ohm), anderer- 
seits ein konstanter Widerstand R’ (1800 Ohm) mit zwei regulierbaren 
Zusatzwiderstanden R”’ (400 Ohm) und R’” (20 Ohm) fiir Grob- und Fein- 
regulierung. Der Briickenstrom wird durch die Anodenbatterie (120 bis 
150 Volt) am Verzweigungspunkt der beiden Réhren (gemeinsames negatives 
Heizfadenende) und an demjenigen der beiden Widerstinde R und R’ 
zugefiihrt. Der Zweig des Nullinstruments mit den beiden abwechslungs- 
weise einzuschaltenden Galvanometern G, und G, (vgl. 8. 53) befindet sich 
zwischen den Verbindungsstellen der beiden Réhrenanoden mit den Wider- 
standen R bzw. R’”. Durch eine gemeinsame Vorspannung werden die 
Gitter der beiden Réhren konstant auf etwa — 2 Volt gehalten. Im Gitter- 
kreis der einen Roéhre ist auBerdem ein Potentiometer P und das zu unter- 
suchende Elektrodensystem in Serie geschaltet. Durch den Umschalter U 
kann wie in der oben beschriebenen Anordnung das Gitter jederzeit vom 
Potentiometer abgeschaltet und direkt mit dem negativen Pol der Gitter- 
vorspannung verbunden werden, was vor und nach jeder Messung zur Ein- 
stellung bzw. Kontrolle der Apparatur dient. 


Zur Vornahme einer Messung wird zuerst nach geniigend langer Ein- 
brenndauer der Réhren (etwa 20 Minuten) bei auf — 2 gestelltem Um- 
schalter U’ mittels der beiden Regulierwiderstande R’’ und R’” Strom. 
losigkeit der Briicke hergestellt. Darauf wird durch Umschalten von U 
die zwischen den Elektroden herrschende Potentialdifferenz an das Gitter 


1 Zeitschr. f. Elektrochem. 84, 594, 1928. 
2 J. of biol. Chem. 88, 477, 1929. 
3 J. Opt. Soc. Amer. 17, 59, 1928. 
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der einen Réhre angelegt, wodurch das Gleichgewicht in der Briicke gestért 
wird und das eingeschaltete Galvanometer G, um den entsprechenden Betrag 
ausschlagt. Nunmehr wird durch SchlieBen von S und VergréBern der 
abgegriffenen Potentiometerspannung das Elektrodenpotential vollstandig 
kompensiert, bis die Briicke wieder stromlos ist, wobei auf maximale Emp- 
findlichkeit des Galvanometers G, iibergegangen wird. Wird jetzt durch 
irgendwelchen Zusatz die Wasserstoffionenkonzentration an der Unter- 
suchungselektrode verindert, so kann diese Anderung am Ausschlag des 
Galvanometers direkt abgelesen oder durch Kompensation am Potentio- 
meter P gemessen werden. Bei dieser Anordnung entspricht einem Ausschlag 
des auf maximale Empfindlichkeit eingestellten Galvanometers G, von 
1 Skalenteil eine Anderung des Elektrodenpotentials von etwa 0,2 Millivolt, 
also ungefahr eine py-Verschiebung von 0,005. Es gelingt mit dieser An- 
ordnung, den Anodenstrom in engeren Grenzen und auf langere Zeit konstant 
zu halten. 


3. Aufbau der tibrigen Apparatur. 

Das ReaktionsgefaB R (Abb. 3) ist ein zylindrischer Glasbehalter mit 
flachem Boden von 100 ccm Inhalt. Fiir Zufuhr und Entfernung der Nahr- 
lésung dient ein in den GefiBboden eingesetztes Glasrohr 7’ mit Hahn. 
Ebenfalls in den GefaBboden eingeschmolzen sind zwei feine Glaskapillaren, 
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Abb. 3 
Schema der tibrigen Apparatur. 
= Reaktionsgefifi. 1. = Antimonelektrode mit iiber die Spitze gezogenem Venenfragment 
(vgl. 8.51). 2. = Chinhydron-Bezugselektrode (vgl. S. 51). 3. = Glasrohr mit Hahn. 
4. = Trichterrohr mit Natronkalk. 7, U = AbfiufBrohr mit Hahn. S = Kapillarréhrehen fiir 
Sauerstoffzufuhr. A (A,, Ao...) = Biirette fiir Phosphatlisung bzw. Siuren. B = Biirette 
fiir Kohlensiurelisung. © = Reservegefif fiir kohlensiuregesittigte Neutralsalzlisung. 
kK = Grofe Kochflasche (4 Liter). H (a, }) = Zweiwegehahn. L = Zuleitungsrohr. E = Gradu- 
ierte Ampulle. J = Gewdhbnlicher Hahn. F = Vorgelegte Natronkalkflasche. G = Geblise. 
(Nihere Beschreibung siehe Text.) 


die vereinigt zur Sauerstoffbombe fiihren. Auf diese Weise kann der Nahr- 
lésung ein fein zerteilter Sauerstoffstrom zugefiihrt werden, der zur fort- 
waihrenden Durchmischung beitrigt, ohne da stirkere Fliissigkeits- 
strémungen auftreten. Zwei seitliche ZufluBréhrchen stehen je mit einer 
MeBhiirette von 50ccm in Verbindung. Die auswechselbare gewohnliche 
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Birette A ist fiir den Zusatz der Phosphatputferlésungen und der zu unter- 
suchenden Saéuren bestimmt. Ein aufgesetztes Natronkalkréhrchen schiitzt 
vor Kohlenséurezutritt aus der Umgebung. Die Biirette B steht durch 
einen besonderen Ansatz mit einem Reservegefa C (Siphonflasche) in 
Kommunikation und dient zum Zusatz der Kohlenséurelésung. Nach 
oben ist das ReaktionsgeféB durch einen Gummistopfen mit vierfacher 
Bohrung abgeschlossen, welcher tragt: 1. die Antimonelektrode (vgl. S. 51), 
2. die Chinhydronbezugselektrode (vgl. 8S. 51), 3. ein Glasrohr mit Hahn 
zum Zusatz von Fliissigkeiten und 4. ein Trichterrohr mit Natronkalk 
zum Druckausgleich beim Fiillungswechsel und zum AbfluB des Sauerstoffs. 
Eine groBe Kochflasche AK von 4 Liter Inhalt dient als Reservoir fiir die 
Nahrlésung. Das Zuleitungsrohr steht durch eine vorgelegte Natronkalk- 
flasche # mit einem Geblase G in Verbindung. Das AbfluBrohr tragt einen 
Zweiwegehahn H mit seitlichem AusfluBrohr L und aufgesetzter graduierter 
Ampulle £ (100 cem) mit AbschluBhahn J und nach oben offenem Natron- 
kalkbehialter. Um eine bestimmte Menge frischer Nahrlésung in das Reak- 
tionsgefaB R iiberzufiihren, wird das AusfluBrohr L mit dem Rohransatz 7 
verbunden und dessen Hahn Ll’ geéffnet. Darauf wird bei Stellung des 
Hahns H nach a und geéffnetem Hahn J die Ampulle E mit Hilfe des 
Geblases mit Nahrlésung gefiillt. Bei Hahnstellung H nach 6 wird dann 
die Zuleitung (L und T’) bis gerade zum Boden des ReaktionsgefaBes mit 
Nahrlésung gefiillt und eine von jetzt an in E abgemessene Menge Nihr- 
lésung in den Rezipienten F? eingefiihrt und der hahn U’ wieder geschlossen. 
In aéhnlicher Weise 1aBt sich auch das Rohr 3 im Gummistopfen des Reak- 
tionsgefaBes fiir die Zufuhr der Nahrlésung verwenden, was insofern zweck- 
maBig ist, als das Zuleitungsrohr 1 dann fortwahrend mit 3 in Verbindung 
bleiben kann. 

Als Nahrlésung wird Tyrodelésung verwendet. Im Reservoir K_ be- 
findet sich als Ausgangslésung kohlenséurefreie, ungepufferte Nahrlésung. 
also eine Tyrodelésung ohne Carbonat- und ohne Phosphatanteil. Diese 
Neutralsalzl6sung wird in der Kochflasche AK durch halbstiindiges Kochen 
kohlensaéurefrei gemacht, und vor dem Abkiihlen wird durch Aufsetzen 
des Stopfens mit Zu- und Ableitungsrohr und entsprechende Stellung 
von H und J dafiir gesorgt, daB wahrend des Erkaltens die Luft nur tiber 
Natronkalk zutreten kann. Die Pufferlésung, und zwar nur kohlenséure- 
‘ freie Phosphatlésung, wird erst im ReaktionsgefiB zugesetzt. Auf 20 cem 
in den Rezipienten FR iibergefiihrte Neutralsalzlésung kommen aus der 
gegen Kohlensaéurezutritt geschiitzten Biirette A 2 ccm eines auf py 7,5 
eingestellten n/2 Na-Phosphatgemisches, so daB die definitive Nahrlésung 
zu Beginn des Versuchs ein py von 7,4 bis 7,5 hat und dabei praktisch 
kohlensiurefrei ist. Bei den fiir die Permeierungsversuche verwendeten 
Saéuren wird ebenfalls auf Abwesenheit von Kohlenséure geachtet, und die 
Verdiinnungen werden immer zu Beginn des Versuchs mit frisch aus- 
gekochter ungepufferter Néahrlésung hergestellt und in verschiedenen 
Biiretten (A,, Ag,...) unter Vermeidung von Kohlenséurezutritt bereit- 
gehalten. Die Kohlensaéurelésung wird zubereitet, indem Neutralsalzlésung 
in einer Siphonflasche bei 4 Atm. Druck mit Kohlenséuregas gesattigt wird. 


4. Durchfiihrung eines Permeierungsversuchs. 
a) Vorversuch. Einstellen der nackten Antimonelektrode. 


Antimonelektrode und Chinhydronelektrode werden durch den Gummi- 
stopfen in das ReaktionsgefiB eingesetzt, dieses wird mit 20 ccm aus- 
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gekochter Neutralsalzlésung gefiillt und ein gleichmaSiger Sauerstoffstrom 
durchgeleitet. Aus der Biirette A werden 2ccem Phosphatpufferlésung 
(Pu 7,5) zugesetzt. Nach Ablauf der fiir richtiges Funktionieren der 
Verstarkerréhren erforderlichen Einbrenndauer wird in der oben be- 
schriebenen Weise der Anodenstrom kompensiert bzw. bei der spater 
benutzten Apparatur Stromlosigkeit der Briicke hergestellt. Hierauf 
werden die beiden Elektroden in den Gitterkreis eingeschaltet, worauf 
das Galvanometer fast augenblicklich einen bestimmten Wert anzeigt. 
Im weiteren kann verschieden verfahren werden: Entweder wird unmittelbar 
darauf die zu untersuchende Saéure zugesetzt und die dadurch hervor- 
gerufene Anderung der Galvanometereinstellung abgelesen, oder es wird 
vorerst mit Hilfe des im Gitterkreis befindlichen Potentiometers die Elek- 
trodenspannung auf Nullstellung des Galvanometers kompensiert und erst 
dann die betreffende Saure zugesetzt. Gewodhnlich wird als erstes eine 
bestimmte Menge Kohlenséurelésung zugefiigt und die dadurch erfolgte 
Anderung des Anodenstromes, sei es direkt abgelesen, sei es durch Kom- 
pensation gemessen. Dann wird nach Auswechseln der Untersuchungs- 
fliissigkeit auf empirischem Wege fiir jede der weiterhin zu priifenden 
Séuren diejenige Menge bestimmt, die, zur Untersuchungsfliissigkeit 
(wiederum 20cem ausgekochte Neutralsalzlésung + 2cem  Phosphat- 
gemisch) zugesetzt, dieselbe Anderung des Anodenstromes, d. h. also dieselbe 
Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration hervorruft. 

Aus diesen Vorversuchen ergibt sich, vorausgesetzt, dab die Melb- 
apparatur stérungsfrei funktioniert, ob die betreffende Antimonelektrode 
fiir die weiteren Versuche geeignet ist. Das ist dann der Fall, wenn bei 
einer durch einmaligen Saéurezusatz erzeugten Verschiebung der Wasserst off - 
ionenkonzentration das Potential sich rasch auf den definitiven neuen 
Wert einstellt und wahrend lingerer Zeit auf diesem neuen Wert konstant 
bleibt. Bei einer prompt reagierenden Antimonelektrode erfolgt jeweilen 
der erste groBe Zeigerausschlag innerhalb der ersten 6 bis 12 Sekunden, 
um dann fiir die endgiiltige Einstellung nochmals etwa soviel Zeit zu bean- 
spruchen. Diese fiir die sonst noch rascher reagierende Antimonelektrode 
immer noch erhebliche Verzégerung der Einstellung, sowie auch ein 6fters 
zu beobachtendes ruckartiges Wandern des Zeigers hangt wohl von den 
mehr oder weniger giinstigen Durchmischungsverhaltnissen ab, besonders 
da ein starkeres Durchmischen der Fliissigkeit der Strémungspotentiale 
wegen nach Moglichkeit vermieden werden mubte. 


b) Praparation des GefaiBfragmentes. 

Hat man eine brauchbare Antimonelektrode gefunden, so wird am 
frisch mit Ather narkotisierten Frosch (kleine und mittelgroBe Exemplare 
von Rana temporaria) die Bauchvene an der Innenseite der Bauchdecke 
freigelegt und an der Stelle, wo sie nach Aufnahme der Vena retrosternalis 
als astfreies Stiick von 5 bis 8mm Linge im Ligamentum suspensorium 
hepatis von der Bauchwand weg gegen die Porta hepatis zu verliuft, aus 
dem umliegenden Gewebe sorgfaltig herauspripariert. Die Vene wird nahe 
der Vereinigung mit der Vena vesicae felleae mit einem feinen Seidenfaden 
unterbunden und herzwarts von der Unterbindungsstelle durchgeschnitten. 
Das frei praparierte, blutgefiillte Venenende wird in geradliniger Fortsetzung 
der Vena abdominalis auf die Innenflache der Bauchwand gelegt. Méglichst 
weit distal von der ersten Ligatur wird hart an der Vereinigung mit der 
Vena retrosternalis ein weiterer Faden zur Ligatur bereitgelegt und das 
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GefaB durch einen feinen Scherenschnitt seitlich eréffnet. Durch dies: 
Offnung wird die mit Nahrlésung befeuchtete Spitze der Antimonelektrod: 
eingefiihrt, etwa 5mm in Richtung gegen die erstangelegte Ligatur z 
vorgeschoben und mit dem bereitgelegten Faden festgebunden. Hierau! 
wird die Vene hart distal von der Einfiihrungsstelle der Elektrode voll 
standig abgetrennt. Nachdem man sich von der Intaktheit des Gefa{ 
fragmentes und dem Fehlen von Seitenasten iiberzeugt hat, wird die Antimon 
elektrode mitsamt dem tiber die Spitze gezogenen Venenfragment vor 
sichtig durch die betreffende KBohrung des Gummistopfens in das Reaktions 
gefaB versenkt. Die im GefaB befindliche Luft wird mit Nahrlésung (aus 
gekochte Neutralsalzlésung mit Phosphatzusatz) ausgetrieben, wie be: 
den Vorversuchen ein gleichmaBiger Sauerstoffstrom durchgeleitet, und 
schlieBlich wird das ReaktionsgefaB langsam entleert, und hierauf werden 
20 cem Neutralsalzlésung + 2cem Phosphatgemisch eingefiillt. 


ec) Ausfiihrung der Permeierungsbestimmungen. 


Wie beim Vorversuch wird zunachst der Anodenstrom kompensiert 
und darauf das Elektrodensystem in den Gitterkreis eingeschaltet. In 
etwa 90 Sekunden erfolgt die Einstellung des Galvanometers auf ungefahr 
denselben Wert wie beim Vorversuch. Die mit dem Venenfragment iiber- 
zogene Elektrode stellt sich also bedeutend langsamer ein als die nackte 
Antimonelektrode. Hierauf wird neuerdings auf Null kompensiert und im 
weiteren entweder direkt am Zeigerausschlag abgelesen oder fortlaufend 
kompensiert. 


Aus Biirette 4A (vgl. Abb. 3) wird kohlensaurehaltige Neutralsalzlésung 
bzw. aus einer der Biiretten A,, A,,..., eine bestimmte Saure in der 
im Vorversuch empirisch ermittelten Menge entsprechend einer py-Ver- 
schiebung von 7,5 auf 7,2 oder 7,0 oder 6,8 zugesetzt und gleichzeitig von 
einer Hilfsperson die Zeigerstellung des Galvanometers wahrend der 
folgenden 2 (selten bis 6) Minuten beobachtet und alle 6 Sekunden notiert 
bzw. das Elektrodenpotential mit dem im Gitterkreis befindlichen Potentio- 
meter fortwahrend auf Nullstellung des Galvanometers kompensiert und die 
Einstellung am Kompensationsapparat alle 6 Sekunden abgelesen. Sofort 

nach Beendigung der Messung wird in der iiblichen Weise auf Konstanz 
des Anodenstroms kontrolliert. 


Dieser Versuch wird mehrmals hintereinander mit der gleichen oder 
mit verschiedenen Saéuren durchgefiihrt, indem jedesmal das Reaktions- 
gefaB entleert, gespiilt und die gleiche Menge frischer auf dieselbe Weise 
gepufferter Nahrlésung eingefiillt wird. Die R6éhrenmeBanordnung wird 
vor jedem einzelnen Versuch von neuem eingestellt. 


In der Regel wird zuerst auf Kohlensaéure und darauf auf anorganische 
Saéuren untersucht, da eine Schidigung des Gewebes durch die letzteren 
nicht ausgeschlossen ist. Es erwies sich dies aber nicht als unbedingt not- 
wendig, indem fiir das in Frage stehende Reaktionsgebiet eine Schadigung 
des Gewebes nicht zu befiirchten war. 


Von jeder einzelnen Saéure sowie auch von der Kohlensaurelésung wird 
immer soviel zugesetzt, als der gleichen Verschiebung der Wasserstoffionen- 
konzentration in der umgebenden Nahrlésung entspricht. Somit ist ein 
gewisse Grundlage gegeben, um das Permeierungsvermégen verschiedener 
Saéuren vergleichend zu messen. 
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Eine etwaige Undichtigkeit des Gefabfragmentes (Vorhandensein von 
Seitenasten, ungentigende Unterbindung, Lasion) macht sich dadurch 
bemerkbar, daly Sauren, die sonst schlecht oder gar nicht permeieren, ohne 
weiteres hindurchgehen. 

Eine Ausdehnung des einzelnen Permeierungsversuchs iiber 2 Minuten 
hinaus schien deshalb nicht angezeigt, weil erstens bei zu langer Ein- 
wirkungsdauer besonders der Mineralséuren die Méglichkeit einer Schadi- 
gung der GefiBwand eher gegeben war und zweitens an den Unter- 
bindungsstellen, wo eine Laésion des Gewebes unvermeidlich ist, bei 
langerem Zuwarten sicher auch Séuren durchtreten wiirden, fiir welche 
die intakte GefiBwand sonst impermeabel ist. 


Ill. Ergebnisse. 


Neben Kohlensiure wurden zu Vergleichszwecken auBer Salz- 
siure auch Schwefelsiure und Phosphorséure in bezug auf ihr Per- 
meierungsvermégen durch die lebende Venenwand untersucht. Die 
Kohlensaiure wurde in bei 4 Atm. gesittigter Lésung, die tibrigen 
Sduren in n/100 Verdiinnung angewendet. 


Mit der MeBanordnung nach Firth wurden an 69 verschiedenen 
Venenabschnitten, von denen sich im Verlauf der Messungen 61 als 
dicht erwiesen, je etwa 5 bis 25 einzelne Permeierungsversuche ab- 
wechslungsweise mit Kohlensiure und der einen oder anderen der 
oben erwihnten Sauren ausgefiihrt. Zehn weitere Versuchsreihen 
wurden an zehn verschiedenen Venenfragmenten (keine Versager) mit 
der Briickenschaltung nach Stadie vorgenommen und ergaben eine 
volle Bestatigung der mit der einfacheren Fiirthschen Apparatur er- 
hobenen Befunde. Ohne die Versager zu rechnen, wurden im ganzen 
71 verschiedene Venenabschnitte auf ihre Permeabilitaét den genannten 
Sauren gegeniiber untersucht. 


In den Tabellen I bis III sind drei Permeierungsversuche mit 
Kohlensaure einerseits und Salzsiure bzw. Schwefelsiure bzw. Phos- 
phorsdure andererseits zusammengestellt. Samtliche Untersuchungen 
wurden nach diesem Schema durchgefiihrt. Die Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration im Innern des Venenlumens wurde 
am Wandern des Galvanometerzeigers beobachtet und die Zeiger- 
stellung jede sechste Sekunde notiert. Dabei bedeutet Abnahme 
des Zeigerausschlages Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration 
an der Antimonelektrode, und zwar pro 1 Skalenteil um ungefahr 
0,3 bzw. 0.07 px, entsprechend den verwendeten Galvanometern G, 
bzw. G,. 


Einige orientierende Versuche tiber das Permeierungsvermégen von 


Laugen wurden mit Ammoniak und Natronlauge bzw. Kalilauge an- 
gestellt. 
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Permeierungsversuche mit Kohlensdure und Mineralsduren (Tabellen gekiirzt 
Tabelle I. 
Kohlensaéure und Salzsaure. 


MeBapparatur nach Stadie (Differenz von 1,0 Differenz von etwa 0,3 py 





Art der zugesetzten Sure: Kohlensiure Salzsiure  Kohlensiure Salzsdur 


11.6 eem 
bei 4 Atm. 
gesittigter 

Hy CO,- 

Losung 


10,0 cem bei 4 Atm. 
Menge der zugesetzten Sdure: gesattigter Hy CO,- 
Liésung 


17.0 eem 
n/100 HCl 


17.0 een 
n/100 Hi 


Galvanometer: a b ed 
Ausgangsstellung os = ee 6.0 60 
Zeigerstellung nach 6Sek. 6,5 5,3 5,2 
‘ 30 . 60 dA 5O 5O 
‘ “ 69 , 6,0 51 50 50 
‘ > te» 6.0 51 50 50 


Tabelle II. 
Kohlensaure und Schwefelsaure. 


MeBapparatur nach Firth (Differenz von 1,0 Differenz von etwa 0,3 py). 





Art der zugesetzten Suure: Schwefelséure Kohlensiéure Schwefels&ure 


10,0 cem bei 
4Atm. gesittigter 
H, CO;-Lésung 


21,9 ecm 
n/100 HoSO, 


— 21.9 cen 
Menge der zugesetzten Siure: 1,9 com 


| 
{| n100 H.SO, 


b b 
6.0 
6,0 
6,0 
6,0 


Galvanometer: 
Ausgangsstellung . gag lg 
Zeigerstellung nach 18 Sek. . 
* » © , 
; . = 4 


Inti). 
ooo So 


Tabelle III. 
Kohlenséure und Phosphorsaure. 
MeBapparatur nach Stadie (Differenz von 1,0 = Differenz von etwa 0,07 py). 





Art der zugesetzten Siure: Phosphorsiéure Kohlensaéure Phosphorsiure 


10,0 cem bei 4 Atm. 
. 20.0 ’ oA 20,0 ce 
Menge der zugesetzten Stiure: | 2 bh. HPO gesittigter 100 HPO 
\ _ciiies.. H, C Oy-Liésung a 


Galvanometer: 
Ausgangsstellung . 
Zeigerstellung nach 


SO) 
7,9 
25 
38S 20 
3,3 20 
9 
” 


. 20 of $58 


12 Sek. 
” ” 24 
* i & 
72 
120 


ror ror or 


00 90 CO Of OO 


- 


rR oOrororor cor 


” 


TP 9 GP sp 


or 
as 


” 
Die in einer Rubrik mit a, b. ec bezeichneten Vertikalkolonnen ent 


sprechen verschiedenen nacheinander ausgeftihrten analogen  Einze! 
versuchen. 
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Permeierungsvermégen der WKohlensaure. 


1. Das Permeierungsvermégen der Kohlensdure. 

Mit Kohlensaéure wurden im ganzen etwa 300 einzelne Permeierungs- 
versuche ausgefitihrt, die eindeutig das hohe Permeierungsvermégen 
der Kohlensaéure durch lebendes Gewebe erkennen lieBen. Nicht eine 
Venenwand blieb fiir Kohlensaure undurchlassig. 

Wie aus den betreffenden Rubriken der Tabellen I bis IIT hervor- 
geht, erfolgt der Durchtritt der Kohlenséure sehr rasch nach Zusatz 
der betreffenden Lésung zu der das Venenfragment umgebenden 
Fliissigkeit. Soweit dies unter Beriicksichtigung etwaiger Verschieden- 
heiten in der zugesetzten Kohlensiuremenge der Reaktionsverschiebung 
im Innern des GefaBlumens entnommen werden kann, variiert der Beginn 
der Permeation von wenigen Sekunden bis 24, in seltenen Fallen bis 
36 Sekunden nach erfolgtem Kohlensiurezusatz. Diese scheinbare 
Verschiedenheit in der Durchtrittsgeschwindigkeit beruht aber nicht 
auf verschieden groBem Permeierungsvermégen der Kohlensaure, 
sondern zum Teil wohl auf verschieden rascher Durchmischung der 
AuBenfliissigkeit und auf verschiedener GefaBwanddicke, zur Haupt- 
sache aber auf verschiedenem Volumeninhalt des die Elektrode um- 
hillenden GefaBfragments. So wurde mit groBen Venen von ungarischen 
Eskulenten ein sehr verzégerter Beginn der Permeationsregistrierung 
beobachtet. Im Mittel konnte mit unserer Versuchsanordnung der 
Beginn des Kohlensaéuredurchtritts zwischen der 12. und 18. Sekunde 
festgestellt werden, wahrend die endgiiltige Einstellung auf den neuen 
Wert in 1 bis héchstens 2 Minuten erfolgte. Dabei zeigte sich, daB 
die maximale Anderung der Wasserstoffionenkonzentration im Gefab- 
lumen etwa 50 bis 75°, der mit derselben Zusatzfliissigkeit an nackter 
Antimonelektrode erhaltenen Reaktionsverschiebung ausmachte. 

Wird die Kohlenséiure in bicarbonathaltiger Lésung zugesetzt, 
dann erfolgt die Permeation rascher, und die Verschiebung der Reaktion 
im GefaBinnern ist gréBer als wenn die Kohlensaéure bei gleichem 
Sattigungsdruck in Neutralsalzlésung ohne Bicarbonatzusatz  ver- 
wendet wird. Die Reaktionsverschiebung im GefiBlumen ist also gréBer, 
obschon die Reaktion der zugesetzten Lésung weniger stark sauer ist, 
was darauf hinweist, da} fiir die Permeation der Kohlensaure nicht 
die Reaktion, sondern die in der Lésung herrschende Kohlensaure- 
spannung maBgebend ist. In Ubereinstimmung damit wird beim 
Zufiigen reiner Bicarbonatlésung zur AuBenfliissigkeit im Innern des 
GefaBfragments eine Reaktionsverschiebung nach der sauren Seite 
beobachtet. 

Die Kohlensiurepermeierungsversuche waren an ein und dem- 
selben Venenfragment beliebig oft wiederholbar, ohne da sich eine 


Anderung, sei es eine Steigerung oder cine Abnahme des Permeierungs- 
vermégens erkennen lie. Dabei diffundierte nach Entfernen der 
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kohlenséurehaltigen AuBenflissigkeit und Zusatz von kohlensaurefrei: 
Nahrlésung die Kohlensiure ebensogut wieder nach auBen, wie si 
hineindiffundiert war. 

Abtéten der GefaBwand mit 95°,igem Alkohol oder 80° C heiBem 
Wasser erhéht die Permeabilitat fiir Kohlensiure nicht, im Gegentei! 
sie scheint dadurch eher etwas vermindert zu werden. Auch durch 
die mit den nachfolgend aufgefiihrten Saéuren vorgenommenen Per- 
meierungsversuche wird die Permeabilitat der Venenwand fiir Kohlen- 
siure weder erhéht noch herabgesetzt. 


2, Das Permeierungsvermégen von Mineralsduren, 
a) Salzsaure. 

In 110 einzelnen Permeierungsversuchen erwies sich die lebend 
Venenwand fiir Salzsiure wenigstens wahrend der ersten 2 Minuten 
als vollkommen dicht. 

Die meisten Salzsiureversuche wurden abwechslungsweise mit 
Kohlenséureversuchen an demselben Praparat mehrmals wiederholt 
(vgl. Tabelle I). Die einzelnen Permeierungsversuche folgen zeitlich 
unmittelbar aufeinander. Die zugesetzten Siuremengen sind so be- 
messen, daB sowohl mit Kohlenséure als auch mit Salzsiure eine 
Reaktionsverschiebung an unbewaffneter Elektrode von 7,5 auf 6,8 py 
erfolgt. Wahrend mit Kohlensaure diese Reaktionsverschiebung im 
GefaBinnern zu maximal 75°% erreicht wird, bleibt sie mit Salzsaure 
volistandig aus. 

Ausnahmsweise wurde die Salzsiure auch in héheren Konzentra- 
tionen zugegeben, wobei sich zeigte, daB die GefaBwand bis zu einer 
Wasserstoffionenkonzentration der umgebenden Lésung von pu = 3,2 
dem Eintritt von Salzsdure einige Minuten standhdlt. Bei noch hohere: 
Konzentration permeiert aber auch Salzséiure sehr rasch, was ohne 
Zweifel auf einer Schadigung des Gewebes durch die Saure beruht. 

Die Unfahigkeit der Salzsiure, durch lebendes Gewebe zu diffun- 
dieren, 14Bt sich aber nur bei AusschluB von Kohlenséure in dieser 
einfachen Weise zeigen. Ist die das Venenfragment umgebende Nahr- 
lésung kohlenséurehaltig, z. B. mit Bicarbonat gepuffert, dann erfolgt 
eine prompte Verschiebung der Reaktion im GefaBlumen auch auf 
Salzséurezusatz, was aber nicht auf einem Permeieren von Salzsaure 
beruht, sondern darauf zuriickzufiihren ist, daB die durch die Salzséure 
in Freiheit gesetzte Kohlensdéure die Wanderung vollzieht. 

Wird bei den Salzsiurepermeierungsversuchen die Beobachtungs- 
zeit auf 3 bis 4 Minuten ausgedehnt, dann macht sich im Verlauf der 
dritten Minute immerhin doch eine Zunahme der Wasserstoffionen- 
konzentration im Innern des GefaéBfragments bemerkbar. Es bleibt 
aber die Frage offen, ob diese Permeation nicht etwa an den Unter- 
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bindungsstellen, wo eine Quetschung des Gewebes nicht zu vermeiden 
ist, stattgefunden hat, oder ob es sich um eine durch geringe Mengen 
in der lebenden GeféBwand befindlicher Kohlenséure vorgetaéuschte 
Salzsdurediffusion handelt. 

Abtéten mit Alkohol oder heiBem “Wasser macht die GefaBwand, 
die im lebenden Zustande fiir Salzsiure bis 2 Minuten sicher dicht bleibt, 
durchlassig. Die Salzsiure diffundiert dann nach Ablauf der ersten 
Minute, also immer noch langsamer als die Kohlenséure am unveranderten 
GefaB. 

b) Schwefelsaure und Phosphorsaure 
permeieren innerhalb der bei Salzsiure angegebenen Grenzen ebenfalls 
nicht durch die tiberlebende GefaBwand (vgl. Tabellen JI] und IT). 


Von simtlichen untersuchten Sauren nimmt also die Kohlensiure 
mit ihrem besonders hohen Permeierungsvermégen lebendem Gewebe 
gegenitiber eine ganz ausgezeichnete Stellung ein. Zu einem Zeitpunkt, 
wo andere Siuren kaum zu permeieren beginnen, ist die Kohlensiure 
schon soweit als tiberhaupt méglich durchgetreten. 

Etwas Analoges wurde bei Laugen beobachtet, wo sich herausstellte, 
da8 Ammoniak sehr rasch durch die GefaBwand diffundiert, wahrend Kali- 
lauge und Natronlauge bei gleicher Wasserstoffionenkonzentration nicht 


zu permeieren vermégen. 
IV. Diskussion. 


Die Tatsache, daB die Kohlensaure so auBerordentlich leicht durch 
lebendes Gewebe zu permeieren vermag, ist in zweierlei Hinsicht von 
Bedeutung. Einmal gibt sie uns gewisse Anhaltspunkte fiir das Ver- 
stindnis der mit der chemischen Regulierung der Atmung und der 
Reaktionsregulierung im Organismus zusammenhangenden Vorginge, 
und zudem erhalten dadurch unsere Vorstellungen tiber den Mechanismus 
der Saiurenpermeabilitat des lebenden Gewebes eine weitere Stiitze. 


1. Bedeutung des hohen Permeierungsvermégens der Kohlensdure fiir die 
Atmungsrequlierung. 

Auf die wichtige Rolle, die der Kohlensaure als reaktionsregulieren- 
dem Faktor fiir Blut und Gewebe zukommt, und auf die damit in 
engstem Zusammenhang stehende groBe Bedeutung der Kohlensaure 
fiir die Atmungsregulierung wurde schon von Winterstein', Straub, 1. c. 
8.46, Gesell? und Gollwitzer-Meier, 1. c¢. S.46, hingewiesen. Neuer- 


* L.e. 8. 46; Klin. Wochenschr. 7, 241, 1928; Pfliigers Arch. f. d. ges. 
Physiol. 222, 411, 1929. 

2 ].c. 8.46; Amer. J. of Physiol. 66, 5, 1923; Ergebn. d. Physiol. 28, 
340, 1929. 
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dings hat W. R. Hess, 1. c. 8.46, diese Frage sehr eingehend diskutier 
und das ganze Kohlensiuresystem in den Mittelpunkt der atmunas 
requlatorischen Vorgdnge gestellt. 

Dank dem auBerordentlich hohen Permeierungsvermégen, das 
offenbar der Kohlensiure als undissoziiertem CO,-Molekiil zuzuschreibe 
ist (vgl. unten), ist die Kohlensaiure imstande, alle Zellen und Gewebx 
des Kérpers mit Leichtigkeit zu durchdringen. Die Folge davon ist 
ein rascher Ausgleich, sofern Spannungsdifferenzen bestehen, sei es 
zwischen Blut und Gewebe, sei es zwischen den verschiedenen Geweben 
des Kérpers. Diese groBe Austauschbeweglichkeit erméglicht nicht 
nur eine rasche Entfernung der Kohlenséure nach anBen, sondern 
fiihrt auch zu einer Nivellierung des Kohlensaurespiegels im ganzen 
Korper. 

Hinzu kommt nun, daB dieser Stoff mit seiner hervorragenden 
Austauschbeweglichkeit gleichzeitig Saurecharakter besitzt. Wo dic 
Kohlensiure gemaB ihrer ausgesprochenen Diffusionstendenz als 
physikalisch geléstes Kohlensauregas hingelangt, wirkt sie entsprechend 
den 6rtlichen Reaktionsverhaltnissen bestimmend auf die Wasserstoff- 
ionenkonzentration. Da sozusagen tiberall im K6érper kohlensaure- 
bindende Substanzen gegenwartig sind, ist auch immer eine gewisse 
Menge von Kohlensaéure in gebundener Form vorhanden, welche mit 
der Wasserstoffionenkonzentration einerseits, mit der freien Kohlen- 
siurespannung andererseits im Gleichgewicht steht. Eine zu starke 
Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite wird durch Abgabe 
von Kohlensiure als physikalisch geléstes Gas, eine zu starke Reaktions- 
verschiebung nach der alkalischen Seite durch Bindung freier Kohlen- 
saure verhindert. Im Gefiige dieses gesamten Kohlensduresystems wirkt 
also die freie geléste Kohlensaure mit ihrem hohen Permeierungsvermégen 
als das unentbehrliche, rasch bewegliche Zwischenglied im Dienste 
der Reaktionsregulierung. 

Von besonderer Bedeutung ist dieses Verhalten der Kohlensaure 
fiir die Vorginge im Atemzentrum. Auch hier spielt die Kohlensaure 
die Rolle eines vermittelnden Faktors zwischen Kérper bzw. Blut 
einerseits und dem Milieu des Atemzentrums andererseits. Steigt aus 
irgendeinem Grunde die Kohlensaurespannung im Blute an, so macht sich 
dank dem hohen Diffusionsvermégen der Kohlenséure diese Zunahme 
wie iiberall im Kérper auch im Innern des Atemzentrums bemerkbar. 
Ob nun an den maBgebenden Stellen des Atemzentrums -- entsprechend 
der neueren Fassung der Reaktionstheorie (Winterstein, 1. c. 8. 63, 
Gesell, 1.c. 8.63) — die durch den ZufluB von Kohlensaure hervorgerufene 
Steigerung der Wasserstoffionenkonzentration als atmungsférdernde: 
Reiz angreift, oder ob es sich um eine spezifische Wirkung der Kohlen. 
saure handelt, bleibe dahingestellt. Unseres Erachtens ist diese Frag: 
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‘xperimentell nicht entschieden und wird auch nicht so leicht zu ent- 
scheiden sein, weil im lebenden Gewebe die Kohlensiure ubiquitar 


ist und jede Reaktionsverschiebung zwangsliufig von einer Anderung 
der Kohlensdurespannung begleitet ist. Auf jeden Fall ist das hohe 
Permeierungsvermégen der Kohlenséiure der maBgebende Faktor fiir 
den ganzen Regulationsvorgang. Alles weitere ist Hypothese, so auch 
die Reaktionstheorie der Atmungsregulierung. Es ist fiir das Atem- 
zentrum auch ohne Belang, ob die Zunahme der Kohlensiurespannung 
im Blute auf Kohlensaiureanreicherung beruht, oder ob sie durch ander- 
weitigen SaurezufluB zum Blute hervorgerufen wird. Da Kohlensiure 
immer gegenwartig ist, so wird es letzten Endes doch immer die Kohlen- 
siure sein, welche die Beziehung zwischen Blut und Innerem des Atem- 
zentrums aufrecht erhalt, denn sie allein ist befaihigt, durch die zwischen- 
liegenden Zellgrenzflichen in einer dem Zeitverlauf der atmungs- 
regulatorischen Vorgange entsprechenden Frist hindurch zu wandern. 
Bei unseren Permeierungsversuchen lie sich diese zentrale Stellung 
der Kohlensiure an einem einfachen Modell zeigen: Die im Innern 
des GefaBfragments an der Antimonelektrode gemessene Wasserstoff- 
ionenkonzentration, als Analogon zur Reaktion baw. Kohlensiure- 
spannung im Innern des Atemzentrums, konnte entweder, in Analogie 
zur Kohlensdureanreicherung im Blute. durch Zusatz von kohlenséure- 
gesattigter Nahrlésung zu der das GefaB umgebenden Fliissigkeit zum 
Steigen gebracht werden, oder dadurch, daB in Analogie zum Saure- 
zufluB ins Blut der bicarbonathaltigen Nahrlésung Salzsdure zugefiihrt 
wurde. Auch im letzteren Falle erfolgt eine Verschiebung der Reaktion 
im GeféBinnern nach der sauren Seite, die aber nicht auf einer Diffusion 
von Salzsiure, sondern auf dem Permeieren der durch Salzsdure frei 
yemachten Kohlenséure beruht (vgl. 8. 62). 

Im Mechanismus der chemischen Atmungsregulierung stellt dem- 
nach die Kohlensaéure mit ihrem hervorragenden Permeierungsvermégen 
durch lebendes Gewebe das unentbehrliche Glied dar, welches die 
Beziehungen zwischen Kérper und Atemzentrum vermittelt (W. R. Hess). 


2. Mechanismus der Diffusion der Kohlensdure durch lebendes Gewebe. 


Schon die Untersuchungen von Loeb!, Bethe?, Warburg’, Harvey 4, 
Crozier® und Renner® haben ergeben, daB stark dissoziierte Sauren und 


' Diese Zeitschr. 15, 254, 1909. 

* Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 127, 219, 261, 1909. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305, 1910. 

* J. exp. Zool. 10, 507, 1911; Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 
1. 463, 1915. 

® J. of biol. Chem. 24, 225, 1916; J. gen. Physiol. 4, 723, 1922. 

® Soc. Férhandl. 60, Nr. 4, 1918. 
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Basen nicht oder nur sehr schwer, die schwach dissoziierten dagege 
viel leichter, und zwar Kohlensiure und Ammoniak mit besondere: 
Leichtigkeit in das Innere von lebenden Zellen zu permeieren vermégen 
Damit in Ubereinstimmung stehen die Befunde von Fiihner und New 
bauer’ iiber die haimolytische Wirksamkeit von Sauren und Basen 
sowie die Beobachtungen von Barrait?, Harvey und Collett? iiber div 
Giftigkeit verschiedener Saiuren, wobei sich zeigte, daB die betreffend: 
Wirkung wohl zum ‘Teil auf der Stirke der elektrolytischen Disso 
ziation beruht, daB es aber auch sehr auf die Eigenschaften de: 
undissoziierten Molekiile ankommt, nimlich auf deren Lipoidléslich 
keit bzw. Adsorbierbarkeit. Dadurch erst wird es der Saure ode: 
Base erméglicht, rasch ins Innere der Zellen zu gelangen und dort 
vermége ihrer Dissoziation als Siure oder Base zu wirken (vgl. Hobe, 
l.c. 8. 581, 597, 628). 

Fiir die Kohlensiure brachten die eingangs erwahnten Unter 
suchungen von Jacobs, Chambers, Smith und Osterhout, sowie auch 
Modellversuche von Winterstein und Gesell weitere Aufklarung. Wit 
dirfen heute als gesichert betrachten, daB die Kohlenséure in disso 
ziiertem Zustande nicht zu permeieren vermag. Es sind neben den 
undissoziierten H,CO,-Molekiilen wohl hauptsichlich die relativ lipoid 
léslichen CO,-Molekiile (Overton), die fiir das hohe Permeierungs 
vermégen der Kohlensiure in lebendem Gewebe verantwortlich zu 
machen sind. Die Kohlensaure diffundiert um so leichter, je héhe: 
die Konzentration an nicht dissoziierten CO,-Molekiilen, je gréBer 
also die Kohlenséurespannung ist. Unsere Permeierungsversuche ar) 
der iiberlebenden Venenwand liefern fiir diese Anschauungen weitere 
Anhaltspunkte. Sofern Kohlensaure im System gegenwiartig ist, bewirkt 
ein Zusatz von Mineralsiure, die bei Abwesenheit von Kohlenséiur 
nicht zu permeieren vermag, einen Durchtritt von Saure durch dic 
GefaBwand. Die durchtretende Saiure kann nur Kohlensaure sein 
denn fiir keine andere der in Frage kommenden Sauren konnte ein 
aihnliches Permeierungsvermégen nachgewiesen werden. Durch den 
Saurezusatz wird aber die Kohlensiurespannung der Untersuchungs 
fliissigkeit erhéht, was zwangslaufig zu einem Durchtreten von Kohlen 
saure ins GefaBinnere und einer entsprechenden Reaktionsverschie bung 
fihren mub. 

Ganz analoge Verhaltnisse scheinen beim Ammoniak vorzuliegen 
wo das hohe Permeierungsvermégen durch lebendes Gewebe den un 
dissoziierten NH,-Molekiilen zugeschrieben werden muB. Auch fir 


' Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 56, 333, 1907. 
2 Zeitschr. f. allgem. Physiol. 4, 438, 1904. 
3 J. exp. Zool. 29, 443, 1919. 
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Schwefelwasserstoff ist von Osterhout! ein ahnliches Verhalten nach- 
rewiesen worden, indem offenbar nur die undissoziierten H, S-Molekiile 
lurch Zellmembranen hindurchtreten kénnen. 

Physiologisch bedeutungsvoll ist, daB gerade die Hauptabbau- 
produkte des normalen Stoffwechsels, Kohlensiure und Ammoniak. 
chemisch so gebaut sind, daB sie das lebende Gewebe mit duBerster 
Leichtigkeit zu durchdringen vermégen. 


r , 
Zusammentassung. 


Es wird eine Methode beschrieben, um an der iiberlebenden Gefab- 
wand (Froschvene) die Permeahbilitat fiir Saéuren zu bestimmen. Im 
Lumen eines allseitig abgeschlossenen GefaiBfragments wird mittels 
der Antimonelektrode in der von Buytendijk und Woerdeman an- 
yegebenen Form die Wasserstoffionenkonzentration gemessen und 
deren Veranderungen bei Zusatz von Sauren zu der das GefaBfragment 
umgebenden  Fliissigkeit verfolgt. Zur Potentialmessung wird eine 
Rohrenvoltmeteranordnung in zwei verschiedenen Modifikationen 
(Firth, Stadie) verwendet. 


Die Versuche ergeben, da Kohlensaure auBerst leicht und rasch 
durch die GefaBwand permeiert, wihrend am gleichen Praparat bei 


\bwesenheit von Kohlensiure Mineralsiuren wie Salzsiure, Schwefel- 
siure oder Phosphorsiure nicht zu permeieren vermégen. 

Die grundlegende Bedeutung des ausgezeichneten transcellularen 
Diffusionsvermogens der Kohlensiure fiir die Regulierung der Atmung 
und die Reaktionsregulierung im Organismus wird diskutiert, und auf 
die Beziehungen zum allgemeinen Problem der Permeabilitat des 
lebenden Gewebes fiir Sauren bzw. Laugen wird hingewiesen. 


' J. gen. Physiol. 8, 131, 1925; Biol. Rev. Cambridge Philos. Soc. 6, 
369, 1931. 





Zur Methodik der Schimmelstoffwechseluntersuchung. 


Von 
A. J. Kluyver und L. H. €. Perquin. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschule 
Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 25, August 1953.) 


Mit | Abbildung im Text. 


§ 1. Prinzipielles zur Methodik der Schimmelstoffwechseluntersuchune. 


In den beiden letzten Jahrzehnten hat sich allmahlich ein un 
geheueres Beobachtungsmaterial beziiglich des Stoffwechsels der ein 
zelnen Schimmelarten angehauft. 

Es eriibrigt sich hier, aut die betreffende Literatur einzugehen. we 
diese kiirzlich von Bernhanuer! zusammengefaBt worden ist. Immerhi 
muB konstatiert werden. daB der Stand unserer Kenntnisse der genannter 
oxydativen Stoffwechselvorginge noch nicht sehr befriedigend ist. Di 
Angaben der einzelnen Autoren sind oft widersprechend, und mehrer 


Autoren erwahnen auch, dal bestimmte Befunde sich nicht regelmabig 


reproduzieren lassen. Es ist nun allgemein iiblich, diese UnregelmaBigkeite: 
auf die Variabilitat der angewandten Mikroorganismen zuriickzufiihre: 
Einerseits weist man darauf hin, daB Staémme, welche in morphologische: 
Hinsicht véllig oder fast véllig tibereinstimmen und daher vom botanische: 
Standpunkte zu einer einzelnen Art gestellt werden miissen, in physiologische: 
Hinsicht unzweifelhaft betrachtliche Unterschiede aufweisen kénne: 
Andererseits unterliegt es keinem Zweifel, da®B auch beim Arbeiten mit 
einem einzelnen Stamme auf die Dauer Anderungen im biochemische: 
Verhalten auftreten kénnen. 


Wenn wir auch die Bedeutung des ,,Variabilitatsfaktors** keinesweg- 


in Abrede stellen méchten, so scheint es uns doch verfehlt, hierin den einzigen 
oder auch nur den wichtigsten Grund der UngleichmaBigkeit der erhaltene: 
Ergebnisse zu erblicken. Vielmehr sind wir der Meinung, dai ein Mang: 
an theoretischer Einstellung den Schimmelstoffwechselproblemen gegen 
iiber fiir die unzulangliche Beherrschung der von den einzelnen Schimme! 
arten bewirkten biochemischen Vorgange verantwortlich ist. Die auBerlich 
Ubereinstimmung zwischen den typischen Garungsvorgéingen der unte: 
anaeroben Bedingungen tatigen Zellen und den Saurebildungsvorgange! 


1 K. Bernhauer, Die oxydativen Garungen. Berlin, Julius Springe: 
1932. 
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un Stottwechsel der Schimmelpilze hat dazu geftihrt, auch diese letzteren 
Prozesse als ,,Gaérungen** zu deuten, wie dies z. B. auch im Titel der Bern- 
jauerschen Monographie zum Ausdruck kommt. Wenn auch eine derartige 
Klassifizierung anscheinend ganz unschuldiger Natur ist. so mu hier 
hetont werden, dali zweifellos zahlreiche Untersucher dadurch irregefiihrt 
worden sind. Denn die Andeutung ,,Garung” fiir diese oxvdativen Dissimila- 
tionsvorgange hat dazu geftihrt. die Aufmerksamkeit von der wesentlichen 
Rolle des freien Sauerstotfs bei diesen Prozessen abzulenken. 

Da wir es bei den sogenannten ,,oxvdativen Garungen” mit Spezialfallen 


des im Reiche des Lebendigen so allgemein vertretenen Atmungsprozesses 


zu tun haben, erhebt sich sofort die Frage. weshalb die Oxydations 
vorgange in vielen Schimmelpilzkulturen derartig unvollstandiger Natur 
sind und nicht wie m den meisten Fallen zur Bildung der finalen Oxydations- 
produkte: Kohlensaure und Wasser. fiihren. Es leuchtet ein, dab hierfin 
a priori zwei verschiedene Grinde verantwortlich sein konnen.  Erstens 
laBt sich denken, dal die betreffenden Zellen durch ein spezifisches. geringes 
Oxydationsvermégen gekennzeichnet sind. Ein derartiger Fall scheint 
z. B. vorzuhegen beim Acetobacter suborydans, wo auch unter den ver 
schiedensten auberen Bedingungen die Oxydationswirkung yegeniibet 
bestimmten Substraten sich aut einen cinzelnen Dehydrierungsvorgang 
beschrankt!. Zweitens ist es aber auch schon langst bekanrt, das in vielen 
Fallen die Unvollstandigkeit eines Oxydationsvorganges bestimmt wird 
von den auBeren Bedingungen in der Weise, daB Zellen, welche unter 
Umstanden eine finale Verbrennung des Dissimilationssubstrates herbet- 
fiihren, unter anderen Bedingungen eine Anhaufung von unvollstandigen 
Oxydationsprodukten bewirken. In einem Spezialfall hat dann auch schon 
Duclaur? die charakteristische Bezeichnung ..produit de souffrance™ fii 
ein derartiges unvollstandiges Oxydationsprodukt eingetthrt. 

Es ist nun das groBe Verdienst Wolliards®, scharf dargetan zu haben, 
daB die Saéurebildung bei dem vielleicht am meisten studierten Schimmelpilz 
Ispergillus niger durchaus bedingter Art ist. Es gelang ihm namlich nach- 
zuweisen, dab man ein Nahrmedium fiir den genannten Pilz herstellen 
kann, worin jegliche Saurebildung aus Zucker unterbleibt. Andererseits 
aber geniigten geringe Anderungen in die Zusammensetzung dieses Mediums 

Herabsetzung des Gehaltes des Mediums an K oder an P oder an N, 
oder an mehreren dieser Elemente zusammen . um mit demselben Stamme 
des Pilzes in den einzelnen Fallen eine betrachtliche Bildung von Glucon 
siure oder Citronensaure oder Oxalsiure herbeizufiihren. 

Klar geht aus diesen Versuchen hervor, daB jedenfalls fiir Aspergillus 
niger aber sehr wahrscheinlich auch fiir die sonstigen Schimmelpilze 
die zur Zeit sogar in industriellem MaSstab vielfach angewandte Saure 
bildung nicht ein physiologischer, sondern vielmehr ein pathologischer 
Vorgang ist. Von diesem Gesichtspunkte aus braucht die Unzulanglichkeit 
der bis jetzt bei den Schimmelstoffwechselversuchen angewandte Methodik 
kaum nahere Erlauterung. Es leuchtet doch ein, wie ausgesprochen heterogen 
die Bedingungen sind, worunter die einzelnen Zellen einer Myceldecke an 
der Oberflache einer Fliissigkeitskultur sich befinden. Walhrend die Zellen 


1 Vel. zB. A.J. Kluyver, The chemical activities of micro-organisms, 
S. 18, 1931. 

* Traité de Microbiologie, Tome LV, S. 293, 1901. 

3 (.r. de |. Soc. d. Biol. 83, 479. 1920; ST, 967, 1922: 90, 1395, 1924; 
(. r. VAead. d. Se. 174, 881, 1922; 192, 313. 1931. 
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der obersten Schichten sich tm Luftsauerstoff baden. sind sie dagegen, 
was die Zufuhr der Nahrsubstanzen anbelangt. abhangig von denjenigen 
Quantitaten, welche durch Diffusion aus dem Nahrmedium in das Myce! 
hinaufsteigen, jedoch nur fiir soweit, als diese Substanzen nicht von den Zellen 
der unteren Schichten verbraucht oder festgelegt werden. Demgegen 
liber schwimmen die letztgenannten Zellen im substratreichen Nahrmedium. 
verfiigen aber andererseits nur tiber sehr beschrinkte Sauerstoffquantitaten, 
da doch dieses Gas von den oberen Schichten in starkem Mae konsumiert 
wird. Zwischen diesen beiden Extremen gibt es dann alle denkbaren Uhe1 
gange. Es ist dabei sogar zu beriicksichtigen, daB fiir een Teil der vor 
handenen Zellen so mangelhafte Nahrungsverhaltnisse obwalten. dali dies 
Zellen erheblich geschwacht sind und autolytische Vorgange vorherrschen 
werden. 

Mit Hinsicht auf Ergebnisse wie diejenigen Molliards bringt dies alles 
mut sich, daB der Stoffwechsel der einzelnen Mycelzellen untereimandet 
sehr verschieden sein wird und dali die tibliche Analyse der Gosamtvorgiings 
in einer derartigen Fliissigkeitskultur nur AufschluB gibt iiher die Resultant« 
der verschiedenartigen Zellstoffwechselvorgange. 


Wenn man ferner bedenkt, da®B die Struktur der Mycelbildung 
entweder flach an der Oberflache anschlicBend oder mehr oder wenige! 
hohe Kréusen bildend 6fters von schwer kontrollierbaren Faktoren 
erheblich geandert wird, dann kann es nicht wundern, daB éfters auch in 
anscheinend v6llig gleichen Doppelversuchen sehr abweichende Ergebniss« 


erhalten werden. Aber auch wenn die Ubereinstimmung in derartigen 
Versuchen befriedigend ist, ist es unmdglich, die Bedingungen scharf zu 
prazisieren, welche verantwortlich sind fiir eine bestimmte Richtung de- 
Stoffwechselvorganges. Wenn z. B. eine bestimmte Versuchsanstelhing 
zu einer hervorragenden Bildung von Citronensaure im Nahrmedium fiihrt. 
laBt sich nicht feststellen, welche der im Mycel vorhandenen, sich unte: 
heterogenen Bedingungen befindenden Zellen die Produktion der Saure 
hbedingt haben. Aber auch wenn es gelingen wiirde, die fiir die Saure 
produktion verantwortlichen Zellen und auch die fiir die Saureproduktion 
optimalen auBeren Bedingungen ausfindig zu machen, wiirde man doc! 
nur ein beschranktes Resultat erhalten. Denn es wiirde verfehlt sein, z1 
schlieBen, daB nun auch jede Zelle des betreffenden Organismus untet 
den betreffenden Bedingungen einen durch die Saureproduktion charak 
terisierten Stoffwechsel aufweisen wiirde. Es sind doch in der Literatu: 
schon mehrere Andeutungen zu finden und wir werden dafiir unten 
weiteres Belegmaterial antiihren —, daB der Stoffwechsel der Schimmel] pilz 
zellen auch in weitem MaBe abhangig ist von den Bedingungen, unter denet 
die Zellen gewachsen sind. Dabei ist es einleuchtend, daB diese Bedingungen 
fiir die Zellen einer auf Fliissigkeitskulturen gewachsenen Myceldecke seh1 
heterogen sind. Zusammenfassend laBt sich also sagen, daB wir in eine! 
derartigen Decke mit der Anwesenheit von sich unter heterogenen Be 
dingungen befindenden Zellen heterogenen Ursprungs rechnen miussen 
Es wird also klar sein, da®& mit den iiblichen Fliissigkeitskulturen nur eine 
sehr beschrankte Einsicht in die Stoffwechselverhaltnisse der Schimmel 
pilze gewonnen werden kann. Ein tieferes Eindringen in die Probleme dieses 
Stotfwechsels wird also nur méglich sein, wenn man cin unter homogener 
Bedingungen gewachsenes Zellmaterial unter homogenen Verhdltnissen studiert 

Eine nahere Betrachtung der Schimmelstofiwechselprobleme ergibt 
nun noch einen zweiten Gesichtspunkt, der von den friiheren Untersuchern 
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‘benfalls ungeniigend gewiirdigt worden ist. Es liegt auf der Hand. beim 
Studium des Stoffwechsels an erster Stelle denjenigen Teilprozessen Auf 
nerksamkeit zu widmen, welche im quantitativen Sinne vorherrschen. 
D.h., daB man vor allem versuchen wird. die dissimilatorischen Vorginge 
iner Analyse zu unterwerfen. Man hat dabei auch den Vorteil, daB die in 
das Medium abgeschiedenen Dissimilationsprodukte der Untersuchung 
viel leichter zuganglich sind als die in komplizierten Gemischen auftretenden 
Baustoffwechselprodukte. Man mu dann auch konstatieren, dab die 
iibergroBe Mehrzah!l der bis jetzt beziiglich des Schimmelstoffwechsels 
angestellten Untersuchungen sich auf den Dissimilationsvorgang beziehen 
Dabei wird dann meistens versucht, sich tiber den Chemismus dieses Vor- 
yanges eine nahere Vorstellung zu machen und zwar in der Weise, dat 
man die gefundenen Dissimilationsprodukte mit dem Substrat durch einen 
mehr oder weniger einfachen Reaktionsweg verbindet. 

In vielen Fallen wird dann auch der Chemismus eines derartigen Vor- 
vanges sich klar abzeichnen, z. B. wenn es sich um die Bildung von Glucon 
siure in einem Medium handelt, welches Glucose als einzige organische 
Nahrkomponente enthalt. 

In anderen Fallen aber wird die Charakterisierung des Reaktions 
weges mit viel gréBeren Schwierigkeiten verkniipft sein, z. B. wenn man 
die Bildung von Citronensiure in einem Medium, welches Essigséure als 
eimziges organisches Nahrsubstrat enthalt, betrachtet. Es ist nun imme 
die Neigung vorhanden, auch in diesen Fallen eine méglichst direkte Bildung 
des Dissimilationsproduktes aus dem Substrat zu postulieren. Doch scheint 
dies kaum zulassig, wenn man sich dabei auf ein experimentelles Material 
stiitzt, das sich auf Kulturversuche von langer Dauer bezieht. Das ge- 
schilderte Vorgehen schlieBt doch eine Vernachlassigung des chemischen 
Wunders des Wachstums ein. Die einfache Tatsache, daB z. B. beim Wachs- 
tum des Pilzes neue Zellwande gebildet werden, bedeutet doch im be 
trachteten Falle nichts weniger als eine ,,ad oculos** - Demonstration 
der Synthese von Kohlenhydraten aus Essigséure. D. h., daB wn 
bei der Betrachtung der Bildung des Dissimilationsproduktes Citronen 
sdure im Kulturversuch auf langer Dauer doch auch vollauf der Méglichkeit. 
daB dieser Bildung die intermediire Bildung von Kohlenhydraten reserve 
stoffartiger Natur vorangegangen ist, Rechnung tragen miissen. 

Wenn auch diese Komplikation sich wohl niemals vollig vermeiden 
laBbt, so scheint doch schon viel gewonnen, wenn man die Dissimilations 
vorgange studiert unter Bedingungen, welche Wachstum, d. h. Assimilations- 
vorgange, vollig oder doch zum gr6Bten Teile ausschlieBen. Frithere Unter 
sucher, wie Kostytschew, Bernhauer und Tamiya, haben dies auch schon 
eingesehen und haben sich aus diesem Grunde vielfach der sogenannten 
..Methode der fertigen Pilzdecken** bedient. Doch unterliegt es berechtigtem 
Zweitel, ob sie damit das erstrebte Ziel wirklich erreicht haben. Die oben 
hervorgehobene Heterogenitat der Pilzdecken hat doch zur Folge, da® sich 
darin immer auch in Autolyse begriffene Zellen vortinden und die wahrend 
des eigentlichen Versuchs frei gewordenen Autolyseprodukte werden 
zweifellos wieder das Wachstum anderer, unter giinstigeren Nahrbedingungen 
verweilenden Zellen erméglicht haben. Dies um so mehr, weil die Daue1 
der eigentlichen Versuche meistens noch recht lange ist, d.h. sich fast 
immer noch auf mehrere Tage ausdehnt. AuBerdem braucht kaum noch 
daran erinnert zu werden, daB der ..Methode der fertigen Pilzdecken** alle 
oben angefiihrten Beschwerden der Heterogenitat anhaften 





A. J. Kluyver u. L. H.C. Perquin: 


Es ergibt sich aus diesen Betrachtungen, daB es fiir eine wesentlic/ 
einfachste Gestaltung der Verhdltnisse notwendig sein wird zu arbeitey 
mit homogenem Zellmaterial nnter homogenen Bedingungen, und zwa: 
sind dabei diese Bedingungen derartig zu wahlen, dap Wachstum miéglichs 
verhindert wird, d.h. mit gréBeren Quantitaten Zellmaterial und unte 
Kinhaltung méglichst kurzer Versuchsdauer. 

Im folgenden werden nun einige methodische MaBnahmen lx 
schrieben, welche bezwecken, den oben aufgestellten Anforderunge: 


gerecht zu werden. AuBerdem findet man darin experimentelles Materia! 
das sich eignet, die oben betonten Gesichtspunkte zu erlautern. In eine: 
zweiten Abhandlung wird die Anwendung der ausgearbeiteten Methodik 
auf das spezielle Problem der Bildung von Kojisaiure durch Aspergillu> 


flavus beschrieben. 


§ 2. Methoden zur Herstellung eines homogenen Zellmaterials. 


Wie aus den vorangehenden Ausfiihrungen hervorgeht, ist es zur Her 
stellung eines homogenen Zelimaterials von Schimmelpilzen unbeding! 
notwendig, dem Oberflachenwachstum in den Flissigkeitskulturen vorzu 
beugen. Wir haben auf verschiedene Weise versucht, dieses Ziel zu et 
reichen, und zwar wurden dabei folgende Wege eingeschlagen : 

a) Durch Anwendung kiinstlicher Aeration. 

b) Durch stetige Bewegung der Kulturfliissigkeit mittels einer Riu 

vorrichtung. 

¢) Durch gleichzeitige Anwendung der unter a) und b) genannte: 

Prinzipien. 

d) Durch Kultivieren in einem Schiittelapparat. 

In allen Fallen wurde mit Aspergillus flavus gearbeitet, und zwar mit 
dem von May, Herrick und Mitarbeitern in ihren Versuchen tiber die Bildung 
von Kojiséure benutzten Stamm (Nr. 3538)'. Der Stamm wurde durc! 
Vermittlung des .,Centraalbureau voor Schimmelcultures*’ zu Baar 
(Holland) erhalten. Alle Versuche wurden bei 30°C vorgenommen. 

Es eriibrigt sich, hier auf die Ergebnisse der Arbeitsweisen nach de: 
unter a) und b) angefiihrten Prinzipien einzugehen. Es wird geniigen. 
hier festzustellen, daB das erstrebte Ziel, die Bildung eines homogene: 
Zellmaterials unter gleichzeitiger hinreichender Liiftung des Mycels, sic! 
auf diese Weise nicht erreichen lie}. Die bei diesen Versuchen gemachte: 
Erfahrungen veranlaBten uns, eine Riihrvorrichtung zu konstruieren. 
womit gleichzeitig Luft in der Kulturfliissigkeit verteilt wurde.  E- 
wurde dies in folgender Weise erreicht. Kultiviert wurde in weite! 
Reagensréhren, welche wie iiblich mit WatteverschluB versehen waren 
Durch den Wattebausch war in der Mitte ein Glasréhrchen eingefiihrt 
worin eine Glasstange, an deren Unterende eine horizontale Glasflacl. 
angeschmolzen war, auf und nieder bewegt wurde. Diese Bewegung wa: 
derartig reguliert, daB die Glasflache beim héchsten Stande etwa 0,5 c: 
aus der Nahrfliissigkeit herauskam und dann bei der Senkung tief in di 
Fliissigkeit hineingedriickt wurde. Hierdurch wurde eine intensive Rithrunz 


10. E. May, A.J. Moyer, P. A. Wells und H. T. Herrick, J. Ame: 
Chem. Soc. 58, 774, 1931. 
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der Fliissigkeit erreicht, wahrend zu gleicher Zeit bei jedem Schlage Luft 
hineingepreBt wurde. Die vertikale Bewegung des Glasstampfers wurde 
in der Weise erhalten, daB das Ende der Glasstange mit einem Bindfaden 
in einen horizontal aufgestellten Zylinder befestigt worden war. wahrend 
dieser Zy linder wiederum mit Hilfe eines PreBluftmotors um seine Achse 
hin und her gedreht wurde. Ein dazu geeigneter WasserverschluB sorgte 
dafiir, daB die Vertikalbewegung des Riihrapparates stattfinden konnte, 
ohne daB eine Gefahr fiir Infektion der Kulturfliissigkeit vorhanden war. 
Da an dem horizontalen Zylinder mehrere Riihrvorrichtungen befestigt 
werden konnten, war es még- 
lich, gréBere Anzahl von Ver- 
suchen zu gleicher Zeit durch- 
zufiihren. 

Die hier geschilderte 
Versuchsanstellung arbeitete 
im groBen und ganzen be- 
friedigend, und es sind dann 
auch mit ihr zahlreiche Ver- 
suchsreihen durchgefiihrt 
worden. Der Pilz wuchs 
unter den genannten Bedin- 
gungen in geeigneten Kultur- 
medien in der Form gleich- 
maBiger Mycelkiigelchen. 

Bei Verwendung von 
200 cem — Kulturfliissigkeit 
war nach etwa 2 bis 3 Tagen 
ein Maximalertrag an Pilz- 
mycelerreicht. Durchschnitt- 
lich wurde bei Verwendung 
von Wiirze als Nahrmedium 
ein Myceltrockengewicht von 
etwa 2¢ erhalten. 

Mehrere mit der be- 
schriebenen Apparatur er 
haltenen Erfahrungen deu- 
teten darauf hin, daB die 
Aeration der Kulturfliissig- 
keit 6fters noch nicht ganz 
geniigte. Dies fiihrte uns dazu. eine Vorrichtung herzustellen, wobei 
jeder Teil der Fliissigkeit regelmaBig mit der Luft in innige Beriihrung 


Abb. 1. 


40 Std. altes ,Schiittelmycel* von Aspergillus flavus 
Link. 


kam. Es zeigte sich, daB dies sich am bequemsten erreichen lie’ durch 
Anwendung fortwahrend bewegter Kulturen. Hierzu wurde eine gewohnliche 
Schiittelmaschine derartig umgebaut, dab 36 Erlenme yer-Kolben von 500 com 
zu gleicher Zeit geschiittelt werden konnten. Da diese Maschine in einer 
Kammer von konstanter Temperatur (30°C) aufgestellt werden konnte, 
war es moéglich, gréBere Versuchsreihen durchzufiihren. 


Diese Anordnung erwies sich als durchaus brauchbar; auch unter diesen 
Bedingungen wuchs das Myer! in der Form schéner gleichmabiger Kiigelchen. 
Abb. | zeigt eine derartipe, 48 Stunden alte Entwicklung in 150 cem eines 
mineralen Mediums mit 10°, Glucose in einem Erlenmeyer-Kolben von 
500 cem. Deckebildung wurde ganzlich verhindert. 


y . 
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Hunderte Versuche haben die Brauchbarkeit der hier beschriebene: 
Methodik zur Erhaltung eines homogenen Pilzmaterials erwiesen. = Zu 
beachten ist nur, daB die Intensitat des Wachstums merkbar abhangig ist 
von den Volumina des verwendeten Nahrmediums und des angewandter 
KulturgefaéBes. Dies kann nicht wundern, weil das Mal der Beriihrung 
der Kulturfliissigkeit mit der Luft offenbar von diesen beiden Faktore: 
abhangig ist. Auch die Geschwindigkeit, womit die Kulturen hin und he: 
bewegt werden, hat selbstverstandlich hierauf EinfluB. Die Geschwindig 
keit wurde bei den meisten Versuchen derartig gewahlt, daB etwa 80 Hin 
und 80 Hergange pro Minute stattfanden. 


Wahrend der Kultivierung andert sich selbstverstandlich die cChemisch: 
Zusammensetzung des Mediums. Will man daher das Verhalten des pro 
duzierten homogenen Pilzmaterials unter genau bekannten Bedingunge 
verfolgen, so ist es notwendig, die Phase der Pilzproduktion scharf vor 
derjenigen der eigentlichen Untersuchung zu trennen. Man filtriert dann 
das gebildete Pilzmaterial aus der Kulturfliissigkeit auf einem sterilen 
Papierfilter in einen Glastrichter ab, wascht zuerst mit sterilem Wasse1 
und schlieBlich mit einer kleinen Quantitat des fiir die eigentliche Unter 
suchung gewahlten Mediums nach und iibertragt das abfiltrierte Pilz 
material in das Untersuchungsmedium. Dieses letztere geschieht am _ be 
quemsten in der Weise, da8 der bei diesen Manipulationen zur Verhiitung 
von Infektionen mit dem Deckel einer Petri-Schale abgedeckte Glastrichte: 
auf das VersuchsgefaB gestellt wird. Dann wird mit einem erhitzten Glas 
stab das Papierfilter durchstochen und das Pilzmaterial mit einer ab 
gemessenen Quantitat des Untersuchungsmediums in das GefaB hinein 
gespilt. Fiir vergleichende Untersuchungen wird dann 6fters die erhaltene 


Pilzsuspension noch mit Hilfe sterilisierter Me®Bzylinder iiber mehrere 
GefaBe verteilt. Es ist deutlich, daB auf diese Weise das Ideal von Arbeiten 
mit homogenem Material unter homogenen Bedingungen weitgehend 
verwirklicht wird. 


Da®B diese Aussage zutrifft, wird an dieser Stelle nur mit einem 
einzigen Versuch belegt werden. Dieser Versuch zeigt einerseits, dal 
bei Verteilung einer Mycelsuspension auf zwei identische GefaBe bei 
_Einhaltung gleicher auBeren Bedingungen auch iibereinstimmende E1 
gebnisse erhalten werden. Andererseits zeigt er, daB auch die Her 
stellung eines Pilzmycels von bestimmten Eigenschaften sich sehr gut 
reproduzieren abt. 


Es wurde Mycel hergestellt in einem mineralen Medium, dessen Zu 
sammensetzung im nachsten Abschnitt unter der Bezeichnung § ..neue- 
Medium naher angegeben wird. Die Versuche 160 und 161 beziehen sic} 
auf den Fall, worin eine bestimmte Pilzsuspension genau in zwei Halften 
geteilt wurde. Beim Versuch 152. welcher 2 Wochen friiher vorgenommen 
worden war, wurde diese letzte Pilzportion gesondert bereitet. © Nach 
24 Stunden wurde der Zuckerverbrauch polarimetrisch und die Menge de! 
gebildeten Kojisiure kolorimetrisch nach der Methode von Tamiya! be 
stimmt. 


Die in der betrachteten Hinsicht sehr befriedigenden Ergebnisse sind 
in Tabelle I zusammengefaBt. 


' H. Tamiya, Acta phytochimica 3, 51, 1927. 
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Tabelle I. 





Versuch Verbrauch an Glucose Gebildete Kojisiure Ausbeute ap Kojisiure * 
Nr. ‘ 


160 0.88 0,22 31,7 
161 OS4 0,22 32,2 
152 0.89 0,23 32.8 
* Hier und in allen folgenden Tabellen wird mit dieser Angabe bezeichnet die Ausbeute 


an Kojiséure in der Menge, welche theoretisch aus der verbrauchten Glucose entstehen 
kann. (Ein Mol Kojisiure aus einem Mol Glucose.) 


$3. Beobachtungen iiber die Abhingigkeit der dissimilatorischen Vorginge 
von Aspergillus flavus von den Bedingungen, worunter die Zellen gewachsen 
sind. 


GromaB den unter §1 gegebenen Ausfiihrungen beschranken wir 
uns in dieser Abhandlung darauf, einige der dargelegten Prinzipien 
mit einigen Versuchen zu erlautern. Als erstes Beispiel geben wir hier 
eine Versuchsreihe, welche sich eignet, um die Abhangigkeit der dissi- 
milatorischen Vorgainge von Aspergillus flavus von den Bedingungen, 
worunter die Zellen gewachsen sind, zu zeigen. Es sei in diesem Zu- 
sammenhang daran erinnert., daB die Heterogenitat der Bedingungen, 
worunter die einzelnen Zellen der Myceldecke bei der gewéhnlichen 
Kulturmethode gebildet werden, von uns als ein Mangel dieser Methode 
gedeutet wurde. Die betreffende Versuchsreihe bildet einen Unterteil 
einer ausfihrlichen Untersuchung iiber die Faktoren, welche die Bildung 
von Kojisaure durch Aspergillus flavus bedingen, woriiber in’ einer 
zweiten Abhandlung berichtet wird!. 

Es wurden mit Hilfe der Schittelkulturmethode drei Portionen Pilz 
material hergestellt. und zwar in Medien verschiedenartiger Zusammen- 
setzung. Das erste Medium war gewohnliche Wiirze von 15° Blg.. das darin 
erhaltene Mycel nennen wir kurz Malzmycel. Das zweite Medium hatte 
die von May, Herrick und Mitarbeitern? als fiir die Kojisdurebildung optimal 
erkannte Zusammensetzung, namlich: 

a . 200 g Liter 
NWH,NO,....... 41,125 
ee 

i: (a re 
MEBO, TAG... 5 3s OD 


Dieses Medium wird weiterhin als ...WMay- und Herrick-Medium*, das 
darin erhaltene Mycel als ...Way- und Herrick-Mycel bezeichnet werden. 


Ad. Kluyver u. 1. H.C. Perquin, diese Zeitschr. 266, 82, 1933. 
2 |.¢.; vel. auch O. BE. May. G. BE. Ward u. H. T. Herrick, Centralbl. f. 
Bakt. II, 86, 129, 1932. 
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Das dritte Medium hatte eine Zusammensetzung, welche auf Grun 
eigener Untersuchungen unter den meisten von uns eingehaitenen Be 
dingungen eine gute Ausbeute an Kojisdéure ergab, namlich: 


Glucose... . . . . . 100 g Liter 
Mies 6 tS 0,563 
5) 2) Si re 1,0 

Me, 00. . << « 2.0 


Dieses Medium wird weiterhin als ,.neues Medium“, das darin erhaltenc 
Mycel als ..neues Mycel** bezeichnet werden. 

Die Erfahrung lehrte uns nun bald, da die Quantitaéten der in diesen 
drei Medien in 48 Stunden gebildeten Mycelien sehr verschieden waren 
So wurde bei Kultivierung in 150 cem Medium in einem Erlenmeyer-Kolben 
von 500 cem die folgenden Trockengewichte Mycel erhalten: 


Malumycel. ......... 1196¢ 
.May- und Herrick-Mycel™ . 0,192 g 
»meues Mycel“*. . . .. . . 0,308 ¢ 


Es galt nun, das Verhalten dieser verschiedenartigen Mycelien unte1 
genau gleichen Bedingungen, d. h. wiederum in bewegten Medien bekannte1 
Zusammensetzung, zu priifen, Dafiir war es aber durchaus notwendig. 
gleiche Gewichtsquantitéten der Mycelien in die Untersuchungsmedien 
zu bringen. Bei Vernachlassigung dieser MaBnahme wiirde die Sauerstoft 
versorgung der verschiedenen Mycelzellen ungleichmabig werden. Daher 
wurden die in einer Parallelversuchsreihe erhaltenen Mycelquantitaten 
derartig abgemessen, da in jeden Kolben der eigentlichen Untersuchungs 
reihe eine Pilzquantitat entsprechend 150 mg Trockengewicht gebracht 
wurde. Diese Pilzquantitat war nun in allen Fallen suspendiert in 150 cem 
Medium, welches 5°, Glucose enthielt und da®B durch Hinzugabe von 
0,500 g H,PO, und 1,860 g¢ KH,PO, (finale Konzentration '/, mol.) aut 
ein PH 2.2 gepuffert war. Nach 24 Stunden wurde wie tiblich die Ab 
nahme der Glucosekonzentration auf polarimetrischem Wege festgestellt 
und andererseits die Menge der gebildeten Kojiséure kolorimetrisch nach 
der Methode von Tamiya bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle IT zusammengefaBt. 


Tabelle ILI. 





Versuch Verbrauch Gebildete Ausheute 
Natur des Mycels an Glucose Kojisiure an Kojisiure 

Nr. °° °lo %% 

290 Malzmycel 0,49 0,06 15,5 
291 ‘ 0,52 0,06 14,6 
286 May- und Herrick-Mycel 0,06 0 0 

222 Neues Mycel* 0,49 0,25 64,8 
285 a = 0,48 0,23 60.5 


Wir entnehmen diesen Ergebnissen, daB das Verhalten gleicher 
Quantitaten Pilzmycels, unter genau denselben Bedingungen gepriift, 
in sehr betrachtlichem MaBe abhangig ist von den Bedingungen, unter 
denen das Mycel gewachsen ist. Wahrend das ,,May- und Herrick- 
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Mvecel", wie andere Versuche uns lehrten, in anderweitig zusammen- 
zesetzten Medien betrachtliche Mengen Glucose verarbeitet, ist dice 
Dissimilation im gewaihlten Medium mit hoher Aziditat sehr gering. 
Das Malzmycel und das ..neue Mycel” erweisen sich in dieser Hinsicht 
us fast gleichwertig. Dagegen besteht auch zwischen diesen beiden 
Mvcelien ein betrachtlicher Unterschied, wenn man die Natur des 
Dissimilationsvorganges in Betracht zieht. Bildet doch das ..neue 
Mvycel* unter den gewahlten Bedingungen in guter Ausheute Koji- 
séure aus der Glucose, wihrend das Malzmycel die Glucose in anderer 
Richtung wohl vor allem durch Verbrennung zu Kohlensdure und 
Wasser verarbeitet. 


$4. Beobachtungen iiber die Abhingigkeit der dissimilatorischen Vorgiinge 
von Aspergillus flavus von den iuBeren Bedingungen. 


Wahrend schon auBerst zahlreiche Beobachtungen tiber die Ab- 
hangigkeit des Schimmelstoffwechsels von den auBeren Bedingungen 
vorliegen, so darf, wie schon im ersten Abschnitte betont worden ist, 
nicht unbeachtet gelassen werden, daB bei der gewé6hnlichen Kultur- 
methode die Bedingungen, worunter der Zellstoffwechsel vor sich geht, 
nur sehr ungeniigend bekannt sind. Die vielfach gemachte Annahme, 
daB diese Bedingungen identisch sind mit denjenigen, welche in der 
unter der Decke vorhandenen Nihrfliissigkeit vorherrschen, mu wohl 
als ganzlich verfehlt betrachtet werden. 

Die Schiittelkulturmethode dagegen erlaubt den Stoffwechsel 
untereinander gleichwertiger Zellen zu verfolgen unter auBeren Be- 
dingungen, welche in jedem Moment im Prinzip genau feststellbar 
sind. In dieser nur methodisch orientierten Abhandlung werden wir 
uns darauf beschranken, einige Beispiele zu geben, woraus die grobe 
Abhangigkeit auch des Pilzze//stoffwechsels von den auBeren Be- 
dingungen hervorgeht. 


I. Einflup der Glucosckonzentration auf die Inmtensitdt der Verarbeitung der 


Glucose, 


An dieser Stelle mégen einige Beobachtungen mitgeteilt werden, 
welche nur bezweckten, den EinfluB der Konzentration der Glucose 
auf die Verarbeitung dieses Zuckers durch praformiertes Mycel fest- 
zustellen. Hierauf beziehen sich die in Tabelle ITE wiedergegebenen 
Versuche. 

Das verwendete Mycel war in allen Fallen ..Malzmycel und zwar die 
Ernte einer 48stiindigen Schiittelkultur von 150 cem. Die Versuche wurden 
teilweise in reiner Glucoselésung, teilweise im ...Way- und Herrick-Medium*, 
vorgenommen. Hier, wie in allen folgenden Versuchen, wurde wiederum 
150 cem Medium in einem 500 cem-Erlenmeyer-Kolben geschiittelt. Det 
Zuckerverbrauch wurde nach 23 Stunden bestimmt. 
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Tabelle II. 





Versuch : Verbrauch 
Zusammensetzung des Mediums an Glucose 


Nr. 0 
68 5°, Glueose 0,96 
69 10° P 1,82 
7 20 °,, - 1,10 
72 10% Glucose im May- und Herrick-Medium 3,64 
76 20°, 7 a n ‘ 1.73 


Die Ergebnisse der drei ersten Versuche zeigen, daB es eine bestimmt: 
Glucosekonzentration in der Nahe von 10°, gelegen gibt. welch: 
fiir die Zuckerverarbeitung optimal ist. Auch die beiden letzten Ver 
suche lehren, daB die Zuckerverarbeitung in 20°,iger Glucoselésung 
derjenigen in einer 10° igen Lésung nachsteht. Wie auch aus des 
nachsten Versuchsreihe hervorgeht, wird der Zuckerverbrauch durch 
die Anwesenheit der im .,.May und Herrick-Medium™ vorhandenen 
Nahrsalze merkbar erhéht. 

Il. Einflup verschiedener Salze auf die dissimilatorische Verarbeitung der 
Glucose. 

In §3 ist mit der Bezeichnung ..neues Medium” cine Nahrfltissig 
keit angegeben worden, welche sich aus verschiedenen Griinden fii 
das Studium der Kojisdéurebildung durch Aspergillus flavus besonders 
eignete. Es schien nun nicht ohne Bedeutung festzustellen, inwieweit 
die Anwesenheit der in diesem Medium vorhandenen Nihrsalze wesent- 
lich war fiir die Natur der dissimilatorischen Vorgaénge von préafor 


miertem Mycel. 


Hierauf beziehen sich die in Tabelle IV wiedergegebenen Versuche. 


Das verwendete Mycel war .,neues Mycel™; die Zusammensetzung det 

Untersuchungsmedien war in den beziiglichen Fallen: 

Versuch 154: 10°,, Glucose, O.1°,, KH,PO,: 0.2°, MgSO, 7 aq. 
0,056°,, NH,NOs. 

5: 10°, Glucose, 0,1°,, KH,ZPO,, 0.2°,, MgSO, 7 aq. 


15s 
157: 10°,, Glucose. 


” 


Die Analysen wurden wiederum nach 24 Stunden vorgenommen. 


Tabelle IV. 





Versuch Verbrauch an Glucose Gebildete Kojisiure Ausbeute an Kojisiéure 
Nr. 0 No 0’, 
154 1,12 0,18 20,4 
155 0,60 0,18 38,0 
157 0,51 013 32,3 


Wir sehen hieraus, daB die Anwesenheit einer geringen Quantitat 
Ammonnitrat — wahrscheinlich durch Erméglichung des Wachstums 
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len Zuckerverbrauch betréchtlich stimuliert, dagegen die Bildung der 
Aojisdure aus dem verbrauchten Zucker verhaltnismabig unterdriickt. 
Dagegen ist die Anwesenheit von K H,PO, und MgSO, giinstig fiir die 
\usbeute an Kojisaure. 


[11. Einflupy des Sauerstojjis auf die quantitative und auf die qualitative 


lL erarhe itung der Glucose. 


Es lieB sich voraussehen, daB das Ma} der Sauerstoffversorgung 
der Pilzzellen ebenfalls von groBber Bedeutung sein wiirde einerseits fiir 
die Intensitat der Glucoseverarbeitung, andererseits aber auch die 
Natur der dissimilatorischen Vorgiange beeinflussen wiirde. Es. ist 
nun klar, daB die Sauerstoffversorgung der Zellen an erster Stelle 
bedingt werden wird von der Geschwindigkeit der Sauerstoffzufuhr in 
das die Zellen umgebende Medium. Fir diese Geschwindigkeit sind wohl 
vor allem der Sauerstoffgehalt der tiberstehenden Gasatmosphare und 
die Intensitat der Berithrung von Fliissigkeit und Gas mit anderen 
Worten die Schiittelintensitat — maBgebend. Bei konstanter Sauerstoff- 
zufuhr in das Medium wird jedoch die Sauerstoffversorgung der ein- 
zeInen Zelle in hohom Mabe abhangig sein von der Anzahl der pro 
Volumeneinheit vorhandenen Zellen. Es sind nun diese Gesichtpunkte, 
welche wir durch cinige hierunter folgenden Versuchsreihen erhiartet 
haben. 

Die erste Versuchsrethe bezieht sich auf den KinfluB der Aeration der 
Nahrfliissigkeit. In allen diesen Versuchen wurde gearbeitet mit .neuem 
Mycel™, wovon gleiche Quantitaten in 150 cem 5°iger Glucoselésung, 


welche mit Hiife Phosphatpuffer auf py 2.2 gebracht worden war. In 
allen Fallen wurden Erlenmeyer-Kolben von 500 cem verwendet. Die 


weiteren Einzelheiten waren wie folgt: 


Versuch 191: Nicht bewegter Erlenmeyer-WKolben mit Watteverschlub 


te 192: os si 6 . Cummiverschlub 
194: Ceschiittelter a . Watteverschlub 
196: 9 ws > Gummiverschluls 


Die Analysen wurden wiederum nach 24 Stunden vorgenommen; die 
Ergebnisse sind in Tabelle Vo wiedergegeben worden. 


Tabelle V. 





Versuch Verbrauch an Glucose Gebildete Kojiséiure Ausbeute an Kojisaéure 
Nr. 0 
191 0,26 — 
192 0,25 
194 O62 0.25 DOL 
196 0,45 0,03 8.5 


Wir ersehen hieraus, daB bei der gewahlten kurzen Versuchsdauer 
der Sauerstoffkonsum in den nichtbewegten Kulturen so gering ist, 
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daB es keinen Unterschied macht, ob der Kolben wohl oder nicht ga; 
dicht verschlossen wird. Dagegen macht diese MaBnahme sich in de 
geschiittelten Kulturen sofort bemerkbar, sowohl in der Intensita 
der Zuckerverarbeitung, wie auch in der Richtung der dissimilatorische 
Vorginge, wie aus den so verschiedenen Ausbeuten an Kojisiure he; 
vorgeht. 


In emer zweiten Versuchsreihe wurde die Sauerstotfversorgung cde 
einzelnen Zellen dadurch variiert, daB einerseits die Mycelmenge auf d 
Halfte reduziert wurde, andererseits die gleiche Quantitat des Unter 
suchungsmediums in einen groBeren Kolben (von L00Qcem) gebracht wurd 
Durch die gréBere Obertlache und die niedrigere Héhe der Fliissigkeit~ 
schicht wurde die Aeration sehr verstarkt, besonders auch, weil die 
Schiittelung einen so viel gréBeren Ettekt hatte. Das benutzte Mycel und 
das Medium entsprachen den Angaben der vorhergehenden Versuchsreihe. 
In allen Fallen wurde geschiittelt. wahrend alle Kolben mit Watteversehluts 
versehen waren. 


Die Analysen wurden wiederum nach 24 Stunden vorgenommen; cic 
Ergebnisse sind in Tabelle VI wiedergegeben worden. 


Tabelle VI. 





Verbrauch Gebildete Ausbeute 
Mycelmenge Kolbeninhalt an Glucose Kojisiiure an Kojiséure 


Versuch 


Nr. 


207 500 0.65 0,27 
205 a 500 0.38 0,20 
211 1000 0,29 0,08 
209 I 1000 0,23 0.07 


Es sei bemerkt, da Versuch 207 eine sehr befriedigende Uberein 
stimmung aufweist mit dem unter gleichen Bedingungen vorgenommenen 
Versuch 194 der vorigen Reihe. Weiter 1laBt sich schlieBen, dab bei 
einer intensiveren Aeration der Einzelzellen die Glucoseverarbeitung sich 
erniedrigt, wobei schlieBlich auch die Ausbeute an Kojiséure geringe! 
wird. 


In einer letzten Versuchsreihe wurde noch einmal der Einflu8 der Pilz- 
menge bei konstantem Volumen vom Untersuchungsmedium und bei kon- 
stantem Kolbeninhalt nachgegangen. Es wurden zehn Standardportionen 
von ,,neuem Mycel* hergestellt und diese in einem sterilisierten 2-Liter 
Kolben gut miteinander vermischt. Dann wurde mit Hilfe sterilisierte: 
MeBzylinder je 2, 1',,, | und ', Standardportion abgemessen und al) 
filtriert. Die verschiedenen Mycelmengen wurden nun je in 150 cem de- 
Filtrats suspendiert und die verschiedenen Suspensionen in Erlenme yer 
kolben von 500 cem iibergebracht und geschiittelt. 


Die Analysen wurden wiederum nach 24 Stunden vorgenommen; di 
Ergebnisse sind in Tabelle VII wiedergegeben worden. 
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Tabelle VII. 





Verbrauch Ausbeute 
Mycelmenge an Glucose an Kojisiure 
Nr. 0/9 0 0 


Versuch Gebildete Kojisture 


0 0 


158 0,54 0,18 42.2 
159 ; 0,45 015 42.3 
160 0,88 0,22 31,7 
161 0,84 0,22 32.2 
163 Z 1,05 0,20 24,1 
16: 1,02 0,20 24.8 
164 111 0,22 25,1 


Die sehr gut iibereinstimmenden Doppelversuche lassen keinen Zweifel, 
daB die pro Einheit von Mycelgewicht verbrauchte Glucosequantitat durch 
den in den dichteren Kulturen eintretenden relativen Sauerstoffmangel 
merkbar verringert wird. Aber auch die damit verkniipfte Uberfiithrung 
der Glucose in Kojiséiure wird durch die geringere Sauerstoffversorgung 
der einzelnen Zellen offenbar gedriickt. Die im vorhergehenden mitgeteilten 
Versuchsergebnisse diirften geniigen, um die Brauchbarkeit und auch die 
groBen Vorteile der hier beschriebenen Methodik fiir das Studium des 
Schimmelstoffwechsels hervortreten zu lassen. 


Zusammenfassung. 


Die tiblichen Methoden zum Studium des Schimmelstoffwechsels 
wurden einer eingehenden Kritik unterworfen. Die Notwendigkeit, 


dieses Studium auf Versuche zu_ griinden, in denen das Verhalten 
eines nach Ursprung und Wesen homogenen Pilzmaterials unter gleichen 
Bedingungen beobachtet wird, wurde betont. Es wurde gezeigt, da 
die sogenannte Schiittelmethodik den gestellten Anforderungen gerecht 
wird. Das dabei erhaltene, in Form kleiner Kiigelchen auftretende 
Pilzmaterial kann dann in Medien genau bekannter Zusammensetzung 
gebracht werden, und die in diesen Suspensionen auftretenden Um- 
wandlungen kénnen ebenfalls unter Anwendung des Schiittelprinzips 
verfolgt werden. Erst durch diese MaBnahmen werden die Probleme 
des Schimmelstoffwechsels der Domane der Zellphysiologie zugefiihrt. 
Die Brauchbarkeit und die Vorteile der Schiittelmethodik wurden mit 
Hilfe einiger Beispiele belegt. 
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Uber die Bedingungen der Kojisiurebildung 
durch Aspergillus flavus Link. 


Von 


A. J. Kluyver und L. Hf. C. Perquin. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschule in 
Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 25, August 1933.) 


§ 1. Einleitung. 

Von Saito! wurde 1907 zuerst die Aufmerksamkeit gelenkt auf die 
Tatsache, daB unter den Stoffwechselprodukten von Aspergillus oryza: 
eine damals noch unbekannte organische Saure auftrat. Von Yabuta* 
wurde diese Saiure, welche den Namen Kojisaure erhielt, naher studiert. 
wobei schlieBlich die Konstitution festgestellt werden konnte. 


Die Kojiséure wurde dabei als 2-Oxymethyl-5-oxy-y-pyron erkannt. 
ein Ergebnis, welches neulich von Maurer*® durch die Synthese der Saure 
bestatigt wurde. Zahlreiche Untersucher haben sich dann in den beiden 
letzten Dezennien mit dem Studium der Bildung der Kojisaéure durch Pilze 
der Aspergillus flavus-oryzae-Gruppe beschaftigt. Wir verweisen fiir die 
betreffende Literatur auf die bekannte Monographie Bernhauers* und 
erwaihnen weiter noch die Arbeiten von Tamiya’, von Raistrick und Mit 
, arbeitern®, von May und Herrick? und von Sakaquchi®. 


' Bot. Mag. Tokyo 21, 7, 1907. 

2 J. Coll. of Agric. Imp. Univ. of Tokyo 5, 51, 1912 bis 1916; J. Tokyo 
Chem. Soc. 37, 1185, 1234, 1916, ref. in J. Chem. Soc. 122, I, 939, 1922: 
J. Chem. Soe. 125, I, 575, 1924. 

3 Ber. 60, 1316, 1927; K. Maurer, Ber. 62, 332, 1929; 68, 25, 1930: 
K. Maurer u. W. Petsch, Ber. 68, 2011, 1930; K. Maurer u. A. Miiller, Ber. 
63, 2069, 1930. 

4 Die oxydativen Girungen, S. 26, 27. Berlin, Julius Springer, 1932. 

5 Acta phytochimica 4, 77, 1928; 6, 1, 1932. 

6 Philosophical Transactions of the Royal Society of London, Series B, 
220, 127—152, 1931. 

7 United States Department of Agriculture, Washington 1932, Circular 
No. 216, 8S. 10; O. E. May, G. E. Ward u. H. T. Herrick, Centralbl. f. Bakt 
IT, 86, 129, 1932. 

8 J. Agr. Chem. Soc. Japan 7, 531, 748, 1931; 8, 264, 433, 1932, ref. in 
Chem. Abstracts 27, 1083, 1379, 1380, 1933. 
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Diese Arbeiten haben das sehr allgemeine Auftreten von Kojisaure 
unter den Stoffwechselprodukten der Pilze der Aspergillus flavus-or yzae- 
Gruppe dargetan. Eingehende Untersuchungen iiber die Geeignetheit 
verschiedener Kohlenstoffquellen fiir die Kojisiurebildung sind dabei 
besonders von Katagiri und Kitahara, von Kinoshita und von Tamiya 
vorgenommen worden. Aus diesen Untersuchungen ist deutlich hervor- 
gegangen, daB tatsachlich sehr verschiedene Nahrsubstrate zu einer Bildung 
der Saéure Veranlassung geben. Ainoshita, Katagiri und Kitahara und be- 
sonders May, Herrick und Mitarbeiter haben versucht, die fiir die Koji- 
saurebildung optimalen Bedingungen ausfindig zu machen. May und 
Herrick ist es dabei gelungen, die Ausbeute durch Anderung der Versuchs- 
bedingungen dermaBen zu erhéhen, daB etwa 55°, der verbrauchten Glucose 
in Kojisaure iibergefiihrt wurde. 

Alle diese Beobachtungen beziehen sich jedoch auf die iiblichen 
Kulturversuche von langerer Dauer; d. h. von den genannten Autoren 
ist meistens nur festgestellt worden, daB bei Kultivierung in einem 
Medium mit bekannter Anfangszusammensetzung unter gewissen Be- 
dingungen nach vielen Tagen oder sogar Wochen eine kleinere oder 
gréBere Menge Kojisiure im Medium aufgefunden wird. 

Wie wir in unserer vorangehenden Arbeit! ausfiihrlicher erértert 
haben, ist es unmdéglich, aus derartigen Beobachtungen die Faktoren, 
welche die Kojisiurebildung bedingen, zu erkennen. Es braucht hier 
nur erinnert zu werden an die heterogene Zusammensetzung der 


Schimmeldecke und an die heterogenen Bedingungen, welche darin vor- 
herrschen. Diese Einwande gelten auch, sei es in merkbar geringerem 
MaBe, fiir die von Tamiya in seinen ausfiihrlichen und wichtigen Unter- 
suchungen iiber die Stoffwechselphysiologie von Aspergillus oryzae 
angewandte ,,Methode der fertigen Decken‘*, obwohl hierbei die Ver- 


suchsdauer im allgemeinen erheblich kiirzer ist (5 bis 7 Tage). 


Es schien uns daher nicht ohne Bedeutung das Problem der Koji- 
saurebildung? noch mal aufzunehmen unter Anwendung einer Methode, 
welche das Studium eines homogenen Pilzzellmaterials unter bekannten 
homogenen Bedingungen erlaubte. Zu diesem Zwecke wurde die in 
unserer schon erwahnten Arbeit beschriebene Methode ausgearbeitet, 
welche wir hier weiterhin kurz als_ ,,Schiittelmethode’ bezeichnen 
werden. 

Da diese Methode Beobachtungen auf relativ kurze Dauer zu 
machen erlaubt, schien es nicht ausgeschlossen, daB sie auBerdem 


1 ALJ. Kluyver u. L. H.C. Perquin, diese Zeitschr. 266, 68, 1933. 

2 Die allgemeine Bedeutung dieser Frage wird noch erheblich gesteigert 
durch den neuerdings von Takahashi und Asai erbrachten Nachweis, dal 
auch bestimmte Essigsiurebakterien zu einer Bildung von Kojiséure be- 
fahigt sind. Vgl. 7. Takahashi u. T. Asai, Proc. Imp. Acad. Tokyo 8, 364, 
1932; Centralbl. f. Bakt. II, 88, 286, 1933. 
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sich dazu eignen wiirde eine bessere Einsicht zu geben in die Natur 
der chemischen Vorgaénge, welche zur Bildung der Kojisaéure fiihren. 


Von verschiedenen Autoren ist auf die relative enge Verwandschaft 
der Konstitution von Glucose und Kojiséure hingewiesen worden. 
Es bietet daher die Bildung dieser Séiure aus Glucose dem chemischen 
Verstandnis keine zu groBen Schwierigkeiten; die Annahme einer ein- 
fachen Dehydrierung am dritten C-Atom mit anschlieBender doppelter 
Dehydratation liegt dabei wohl sehr auf der Hand. Diese Hypothese 
wird nun jedoch sehr gefahrdet durch den von verschiedenen Unter- 
suchern erbrachten Nachweis, daB Kojisiure mit nicht zu vernach- 
lassigender Ausbeute ebenfalls aus ganz anderen Substraten, z. B. Pen- 
tosen, Glycerin, Dioxyaceton und anderen gebildet wird. Diese letzte 
Tatsache hat dazu gefiihrt, daB viele Autoren der Meinung Ausdruck 
gegeben haben, daB die Kojisiure von dem Pilze immer aus einfachen 
Spaltungsprodukten der verschiedenen Substrate synthetisiert wird. 

Nun muB aber sofort bemerkt werden, daB alle Beobachtungen 
beziiglich der Bildung der Kojisaéure aus den verschiedenen Substraten 
sich griinden auf Kulturversuche von langerer Dauer. D.h. Hand 
in Hand mit der Bildung der Saéure gehen immer die assimilatorischen 
Prozesse, welche sich im Wachstum des Pilzes auBern. Unter diesen 
Umstanden muB, wie auch schon von Tamiya! bemerkt worden ist, 
vollauf der Méglichkeit Rechnung getragen werden, da in diesen 
Fallen der Bildung der Kojiséure eine Bildung von Reservekohlen- 
hydraten vom C,-Typus aus den verschiedenen Substraten vorangeht. 
Dies wiirde die Méglichkeit einschlieBen, daB die Bildung der Koji- 
siure aus Hexosen einen direkten dissimilatorischen Vorgang dar- 
stellen wiirde, wahrend die Bildung der Séure aus den sonstigen Sub- 
straten verkniipft sein wiirde mit dem allgemeinen Problem der Synthese 
des Zellmaterials. 

Diese Uberlegung fiihrte dazu, die dissimilatorischen Vorgange 
méglichst getrennt von den assimilatorischen Prozessen, d. h. méglichst 
unabhingig vom Wachstum des Pilzes, zu studieren. Auch hierfiir 
schien die Anwendung der Schiittelmethode Vorteile zu_bieten. 

Hier wird nun berichtet iiber die von uns vorgenommenen Unter- 
suchungen, welche daher den obengegebenen Ausfiihrungen gemab 
bezweckten, die Bedingungen der Kojiséurebildung auf zellphysiolo- 
gischem Wege zu prazisieren. In allen Fallen wurde gearbeitet mit 
dem von May, Herrick und Mitarbeitern benutzten Stamme von 
Aspergillus flavus (Nr. 3538), welchen wir durch Vermittlung des 
..Centraalbureau voor Schimmelcultures‘‘ zu Baarn (Holland) erhielten. 


! H. Tamiya, Acta phytochimica 6, 61, 1932. 
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§ 2. Orientierende Versuche unter Anwendung von ,,Malzmycel*. 


Zuerst haben wir uns als Ziel gestellt, gr6Bere Mengen eines homogenen 
Pilzzellmaterials zu bereiten. Es schien angebracht, hierfiir ein optimales 
Nahrmedium zu benutzen, und wir haben dafiir gew6hnliche Wiirze gewahlt, 
nachdem wir uns tiberzeugt hatten, daB der Pilz darin eine iiberaus kraftige 
Entwicklung aufwies. Zwecks Unterscheidung dieses in Malzwiirze dar- 
gestellten Mycels von den in spateren Versuchen in anderen Medien be- 
reiteten Mycelien werden wir dies erste Mycel hier weiter als ,,Malzmycel** 
bezeichnen. 

Die Darstellung des homogenen Zellmaterials geschah bei den ersten 
Versuchen noch mit Hilfe der Methode des Glasstampfers, wie diese in 
unserer vorangehenden Arbeit in § 2 beschrieben worden ist. Es gelang 
leicht auf diese Weise, d.h. bei Kultivierung unter den genannten Be- 
dingungen bei 30°C, wahrend 48 bis 96 Stunden, gréBere Quantitaten 
eines homogenen Pilzmaterials zu erhalten. Dies Material wurde dann auf 
die beschriebene Weise abfiltriert, ausgewaschen und dann fiir die eigentlichen 
Versuche verwendet. 

Nun hatten schon zwei Dinge unsere Aufmerksamkeit erregt, namlich 
daB wahrend des Wachstums des Mycels in Wiirze keinerlei Bildung von 
Kojisdure stattfand und andererseits daB ungeachtet der ziemlich intensiven 
Aeration eine deutliche alkoholische Garung auftrat'. Es schien daher 
angebracht, das einmal bereitete Mycel in Medien anderer, fiir die Koji- 
siurebildung giinstigeren Zusammensetzung tiberzufiihren. Wir wahlten 
dafiir das Medium, welches sich in den Kulturversuchen von May, Herrick 
und Mitarbeitern als fiir die Kojisiurebildung optimal erwiesen hatte, nur 
wurde vorlaufig der Zuckergehalt auf 2°, zuriickgefiihrt. Das verwendete 
Medium (150 cem) hatte die folgende Zusammensetzung: Glucose 20. 
NH,NO, 1,125, H,PO, 0,054, KCl 0,1, MgSO, 7 aq. 0,5 g/Liter. 

Mit Hinsicht auf das Garvermégen des Mycels wurde eine kraftige 
Aeration mit Hilfe eines Gasverteilungsrohres mit Glasfilterboden nach 
Schott u. Gen. vorgenommen. Die dadurch hervorgerufene Riihrung der 
Pilzsuspension bewirkte gleichzeitig das Innehalten homogener Bedingungen 
wahrend des Versuchs. 

Nach 19 Stunden wurde der Zuckerverbrauch polarimetrisch, die 
gebildete Alkoholmenge nach der Methode von Widmark? und die Koji- 
saure nach der kolorimetrischen Methode von Tamiya* bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





Versuch Verbrauch an Glucose Gebildete Kojisiure Gebildeter Alkohol 
Nr. 0 0 0 0 0 0 
22 1,72 - 0,43 
23 1,82 -- 0,45 


1 Auch Yuill (Biochem. J. 22, 1504, 1928) und Raistrick (Phil. Trans. 
Roy. Soc. Ser. B, 220, 48, 1931) fanden, daB Aspergillus flavus kriftige 
alkoholische Garung erregt. 

2 E. M. P. Widmark, diese Zeitschr. 131, 473, 1922; K. Trautwein u. 
J. Wassermann, ebenda 236, 35, 1931. 

3 H. Tamiya, Acta phytochimica 3, 51, 1927. 
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Es zeigt sich daher, daB auch in diesem Medium jegliche Kojiséure 
bildung unterbleibt. Dagegen werden ungeachtet der kraftigen Luftdurch 
leitung auch jetzt betrachtliche Mengen Athylalkohol gebildet. 

Wir haben dann die Versuchsbedingungen mannigfach variiert in de1 
Hoffnung, solche Bedingungen zu finden, unter denen die alkoholische 
Gaérung des Zuckers zuriickgedrangt wurde und die Kojiséurebildung als 
DissimilationsprozeB in den Vordergrund treten wiirde. Hierzu wurde z. B 
die Zuckerkonzentration gesteigert, die Zusammensetzung des Mediums 
prinzipiell geandert, und zwar durch Darstellung stickstofffreier Medien, 
die Intensitaét der Aeration um ein Vielfaches gesteigert und schlieBlich 
sogar die Gaérung durch Hinzufiigung von geringen Quantitéten Monojod 
essigsiure voéllig unterdriickt. Bei den spateren Versuchen wurde das 
.»Malzmycel** mit Hilfe der ,,Schiittelmethode*: dargestellt. Es eriibrigt 
sich hier, auf die Einzelheiten dieser Versuche einzugehen, denn es kann 
sofort berichtet werden, daB unter keinen Bedingungen auch nur die ge 
ringste Spur von Kojisaéure gebildet wurde?. In allen Fallen — mit Ausnahme 
der Monojodessigsiureversuche — trat eine sehr deutliche Zuckervergérung 
neben der Zuckerveratmung auf. 


$3. Versuche mit ,.May- und Herrick-Mycel*. 


Das Ergebnis der im vorhergehenden Paragraphen mitgeteilten Ver- 
suche war in hohem MaBe enttéuschend. Es war im ersten Augenblick nicht 
einzusehen, warum es nicht gelang, die Bedingungen ausfindig zu machen. 
worunter Kojiséiure unter den Dissimilationsprodukten des Pilzes aut- 
treten wiirden. Und dies besonders, weil das Verhalten des Mycels doch 
auch untersucht worden war im Medium, welches bei den Versuchen von 
May, Herrick und Mitarbeitern solche gute Ausbeuten an Kojiséure ge- 
liefert hatte. 

Fiir diese Sachlage k6nnen nun eigentlich nur zweierlei Ursachen 
verantwortlich sein. Erstens ist in der oben gegebenen Betrachtung ein 
wichtiger Punkt vernachlassigt, namlich da die Kojiséiurebildung im 
Medium von May und Herrick erst nach einer Kultivierung von ver- 
schiedenen Tagen eintritt und daB die chemische Zusammensetzung des 
Mediums wahrend dieser Zeit infolge des Stoffwechsels des wachsenden 

‘ Pilzes sich unzweifelhaft merkbar geaéndert hat. Es ware daher denkbar, 

daB bei Anwendung eines mit Hilfe einer gewéhnlichen, mehrtagigen 
Deckenkultur mit Hinsicht auf die Kojiséurebildung ,,gereiften‘’ May 
und Herrick-Mediums bei unseren Versuchen bessere Ergebnisse erhalten 
werden kénnten. Zweitens schien es jedoch keineswegs ausgeschlossen. 
daB die biokatalytischen Eigenschaften des im Medium von May — und 
Herrick gewachsenen Pilzes verschieden sein wiirden von denjenigen des 
von uns dargestellten ,,Malzmycels** 

Wir haben zuerst die erste Méglichkeit experimentell gepriift und dazu 
das Verhalten eines von uns mit Hilfe der Schiittelmethode dargestellten 
..Malzmycels“ in einem ,,gereiften’ ,,May- und Herrick-Medium* unter 
sucht. Wir sind dabei auf die folgende Weise vorgegangen. Es wurden 
zuerst vier gewohnliche Deckenkulturen im ,,.Way- und Herrick-Medium” 
(mit 20°, Glucose) angestellt. Als sich nach 72 Stunden gerade eine geringe 


' Erst viel spaiter gelang es in einem speziell ausgearbeiteten Medium 
auch mit ,,Malzmycel** eine kleine Menge Kojisiure zu bekommen. Vel. 
Tabelle II unserer ersten Abhandlung. 
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Bildung von Kojiséure bemerkbar machte, wurde die Nahrfliissigkeit von 
drei Kulturen von den Decken abfiltriert. Dieses ,.gereifte’’ Medium wurde 
dann mit einer Portion eines inzwischen bereiteten ,,.Malzmycels‘ beschickt. 

Soweit nicht ausdriicklich anderes bemerkt worden ist, wird hier und 
bei allen weiteren Versuchen mit einer Portion Mycel immer die Menge 
Mycel gemeint, welche erhalten wird bei 48stiindiger Schiittelkultur im 
150cem Medium in einem Erlenmeyer-Kolben von 500 cem. Mit dem 
gleichen Vorbehalt wird bei den eigentlichen Versuchen auch immer 150 cem 
der angegebenen Nahrfliissigkeit, mit einer Portion Mycel beschickt, in einem 
Erlenmeyer-Kolben von 500 cem geschiittelt. 

Zu Anfang des Versuchs und nach 43 Stunden wurde der Zucker 
polarimetrisch und die Kojiséiure kolorimetrisch bestimmt; die Ergebnisse 
sind in Tabelle Il zusammengefaBt. 


Tabelle II. 





aul Glucose in ° 5 Verbrauch Kojisiure in Ausbeute 
Versuch Braco dly en Be e e eiinapiliaambtinee avian — an Kojisture 
Nr. im Anfang am Ende 95 im Anfang am Ende 0/5 


81 18,67 14,82 3,84 0,15 0,15 

82 19,47 15,13 4,34 0,10 0,10 

Wir sehen hieraus, daB das ,,Malzmycel** auch im ..gereiften® ,,.May- 
und Herrick-Medium‘ unter den gewiahlten Bedingungen keinerlei Koji- 
saurebildung veranlaBt. Dazu muB noch bemerkt werden, daB die vierte 
gewohnliche Deckenkultur, welche unberiihrt stehen geblieben war, nach 
der gleichen Zeitfrist eine Kojisiurekonzentration von 1,5°, aufwies. Das 
negative Resultat des beschriebenen Versuchs veranlaBte uns jetzt unsere 
Aufmerksamkeit zu konzentrieren auf die zweite im Anfang dieses Ab- 
schnittes erwahnte Méglichkeit, namlich da die biokatalytischen Eigen- 
schaften des ,,Malzmycels* verschieden sein wiirden von denjenigen des 
im Medium von May und Herrick gewachsenen Mycels. Daher entschlossen 
wir uns, die Bereitung des fiir die eigentlichen Versuche benétigten Mycels 
auch durch Schiittelkultur im ,,May- und Herrick-Medium* vorzunehmen. 
Ein derartig bereitetes Mycel wird weiterhin mit dem Namen .,2/ay- und 
Herrick-Mycel** bezeichnet werden. 

Bei einem ersten Versuch wurde dann eine Portion ,,May- und Herrick- 
Mycel* in frisches ,,May- und Herrick-Medium* iibertragen und die Sus- 
pension wihrend 24 Stunden geschiittelt. Das Resultat war nicht ermutigend: 
es wurde keine Kojiséure gebildet, wahrend von den etwa 20°, Glucose 
nur 0,7 °,, verbraucht worden war. Bemerkt sei nur noch, daB bei Erweiterung 
des Versuchs auf 5 Tage tatsachlich etwas Kojiséure gebildet wurde, woraus 
hervorgeht, daB die tiblichen Bedingungen der Schiittelkultur eine derartige 
Bildung nicht ausschlieBen. 

Zur Sicherstellung dieses Gesichtspunktes und in der Zuversicht, 
daB dadurch Kojiséurebildung innerhalb der gewiinschten kurzen Versuchs- 
dauer ermoéglicht werden wiirde, wurden dann Versuche vorgenommen, 
wobei ,,.Way- und Herrick-Mycel" in ,,gereiftes** May- und Herrick-Medium 
gebracht wurde. 

Das ,,gereifte’’ Medium wurde wie oben beschrieben dargestellt. Beim 
Anfang des eigentlichen Versuchs und nach 24 Stunden wurden die Glucose 





88 A J. Kluyver u. L. H. C. Perquin: 


und die Kojiséure bestimmt; die Ergebnisse sind in Tabelle [11 zusammen 
gefabt. 
Tabelle III. 





Versuch Glucose in %/9 Verbrauch Kojisdéure in %/9 Ausbeute 
an Glucose —— an Kojisiure* 

* j ’ ls. > 

Nr. | im Anfang am Ende Ol im Anfang am Ende Fo 








113 20,40 | 19,88 0,52 0,10 0,25 36,6 
114 20,38 19,85 0,53 0,15 0,30 35,8 
* Hier und in allen folgenden Tabellen wird mit dieser Angabe bezeichnet die Ausbeut: 
an Kojisiéure in 9/9 der Menge, welche theoretisch aus der verbrauchten Glucose entstehen 
kann (ein Mol Kojisiiure aus einem Mol Glucose). 


Tatsachlich ist also bei diesen Versuchen zum ersten Male eine Bildung 
von Kojiséure eingetreten, und zwar mit nicht ganz unbefriedigender Aus 
beute. Andererseits aber muB bemerkt werden, daB der Glucoseverbraucl: 
wahrend der Versuchsdauer nur gering ist, wodurch auch die Ausbeute 
bestimmung nur sehr approximativ ist. 

Es lag nahe zu versuchen dem entgegenzukommen durch VergréBeruny 
der Mycelmengen bei dem eigentlichen Versuch. Zu diesem Zwecke wurden 
in der itiblichen Weise mehrere Portionen ,,May- und Herrick-Mycel* 
bereitet und miteinander vermischt. Dann wurde mit Hilfe sterilisierte: 
MeBzylinder je drei, zwei und eine Portion abgemessen und abfiltriert. 
Die verschiedenen Mycelmengen wurden nun in je 150 ccm des Filtrats 
suspendiert und die verschiedenen Suspensionen in Erlenmeyer-Kolben 
von 500 ccm tibertragen und geschiittelt. 

Die Analysen wurden wiederum nach 24 Stunden vorgenommen; die 
Ergebnisse sind in Tabelle IV wiedergegeben worden. 


Tabelle IV. 





Versuch Glucose in °/9 Verbrauch Kojisiure in 9/5 
Mycelmenge |—— an Glucose 
Nr. im Anfang am Ende | im Anfang am Ende 








-115 19,89 19,29 0,01 0,06 
116 19,79 18,95 _ 0,03 
117 20,44 19,69 0,01 0,03 


Wir kommen hier also zu der ziemlich merkwiirdigen SchluBfolgerung, 
daB8 es nicht gelingt, durch Steigerung der angewandten Mycelmenge den 
Zuckerverbrauch entsprechend zu erhéhen. Offenbar wird die Geschwindig 
keit des Zuckerumsatzes bei Anwendung héherer Mycelkonzentrationen 
von anderen Faktoren, wobei wohl an erster Stelle an mangelhafte Sauerstoff 
versorgung zu denken ist, bedingt. Es mége hinzugefiigt werden, daB dieses 
Resultat auch bei anderen Versuchsreihen erhalten worden ist, wofiir hie! 
nur auf die in Tabelle VII unserer ersten Abhandlung wiedergegebenen 
Ergebnisse hingewiesen sei. 

Nun hatte es unsere Aufmerksamkeit erregt, daB das Wachstum de-= 
Pilzes im ,,May- und Herrick-Medium“ nur sparlich war. Nicht nur stand 
es in quantitativer Hinsicht dem ,,Malzmycel‘* bedeutend nach, sondern es 
lieB auch die ,,Vitalitét‘‘ des ,,May- und Herrick-Mycels*: anscheinend zu 
wiinschen iibrig. Aus den Daten der ausfiihrlichen Versuchsreihen von 
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May, Moyer, Wells und Herrick geht auch klar hervor, daB zwar das von 
ins bis jetzt gebrauchte minerale Medium optimal war fiir die Ausbeute 
an Kojiséure, aber daB vom Gesichtspunkte des Mycelertrages anders 
zusammengesetzte Medien weit giinstiger waren.  Insbesondere scheint 
die hohe Glucosekonzentration von 20°, merkbar hemmend auf das Pilz- 
wachstum zu wirken. 

Auf Grund dieser Uberlegungen wurden Versuche angestellt mit den- 
jenigen der von May und Herrick benutzten Medien, welche fiir die Mycel- 
produktion mehr oder weniger optimal waren. 


§ 4. Versuche mit sogenanntem ,,neuen Mycel. 


Mit ..neuem Mycel‘* wird von jetzt an dasjenige Mycel bezeichnet 
werden, welches im hier unten folgenden ,,neuen** Medium von Way und 
Herrick mit Hilfe der Schiittelkultur bereitet worden ist. 

Die Zusammensetzung des ,,neuen** Mediums ist: Glucose 100, 
NH,NO, 0,563, KH, PO, 1,0, MgSO, 7 aq. 2,0 g/Liter. 

Die Auswahl gerade dieses Mediums geschah auf Grund einer be- 
sonderen Versuchsreihe, wobei der Intensitaét des Wachstums, beurteilt 
nach dem Zuckerverbrauch in der 48stiindigen Kulturperiode, nachgegangen 
wurde in threr Abhangigkeit von der Glucose- und von der Ammonnitrat - 
konzentration. Es zeigte sich, daB der Ertrag an ,,neuem Mycel™ erheblich 
groBer war als der Mycelertrag im bisher gebrauchten ,,.WJay- und Herrick- 
Medium“ (vgl. hierfiir die in unserer ersten Abhandlung gegebenen Trocken- 
mycelgewichte). 

Es war nun angebracht, das Verhalten des ,,neuen Mycels* in dem 
fiir die Kojiséurebildung optimal befundenen ,,.ay- und Herrick-Medium* 
zu untersuchen. Tatsachlich ergab nun Versuch 144, daB in diesem Medium 
mit dem neuen Mycel schon in den ersten 24 Stunden eine geringe Koji- 
saurebildung stattfand. 

Durch diesen bescheidenen Erfolg ermutigt, entschlossen wir uns, fiir 
dieses ,,zneue Mycel** die Bedingungen naéher zu studieren, welche zu einer 
Steigerung der Kojiséiureausbeute fiihren wiirden. Die Tatsache, daB bei 
den gewohnlichen Deckenkulturen die Bildung von Kojiséure erst nach 
mehreren Tagen auftritt, lie} vermuten, daB in der ,,Kojisiurebildungs- 
phase** der Stickstoffgehalt des Mediums sehr niedrig sein wiirde. 

Es wurde daher eine Versuchsreihe angestellt, bei der das Medium 
bei dem eigentlichen Versuch keinen gebundenen Stickstoff enthielt. Zu 
gleicher Zeit wurde dabei die Glucosekonzentration variiert. Allen Medien 
wurde 0,1°, KH,PO, hinzugefiigt, nur im Versuch 157 wurde auch das 
Phosphat fortgelassen. Die nach 24 Stunden festgestellten Ergebnisse sind 
in Tabelle V zusammengefaBt. 


Tabelle V. 





Glucose- Verbrauch Ausbeute 
konzentration an Glucose an Kojisiure 


%"o 9/9 % %o 


Versuch Gebildete Kojisiure 


20 0,29 0,06 26,0 
10 0,64 0,18 35,8 
10 0.51 0,13 32.3 
5 0,57 0,12 26,7 
0,79 0,12 19,2 
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In dieser Versuchsreihe ist also zum ersten Male ein gréBerer Prozent 
satz der Glucose zu Kojiséiure verarbeitet worden, und wir diirfen hierau 
schlieBen, daB Mangel an assimilierbaren Stickstoffverbindungen ein 
wichtige Bedingung fiir die Kojiséurebildung ist. Bei Abwesenheit von 
Stickstoff scheint auBerdem eine hohe Glucosekonzentration den Glucos« 
verbrauch ungiinstig zu beeinflussen. 

Als weiterer Faktor, welcher fiir naiheres Studium in Betracht kan 
war nun wohl an erster Stelle an die Aziditaét des Mediums zu denken 
Es wurde daher eine neue Versuchsreihe angestellt, wobei das Medium in 
allen Fallen 10°, Glucose enthielt und wobei das py des Mediums durc}; 
Hinzufiigung von !/, mol. FPhosphatpuffer variiert wurde. 

Es wurde hierzu in den unterschiedenen Fallen die folgenden Quant- 
titen von H,PO,, KH,PO, bzw. K,HPO, in Grammen an 150 ccm des 
Mediums hinzugefiigt : 





H; PO, KH, PO, Ky HPO, 


0,500 1,860 

0,059 2,470 
2,550 
2,450 0,130 
1,840 0,910 
0,255 2,940 


Die nach 24 Stunden festgestellten Ergebnisse sind in Tabelle V1 
zusammengefaBt. 
Tabelle VI. 





Versuch Verbrauch an Glucose Gebildete Kojiséure Ausbeute an Kojiséur: 

Nr. pH 9 %% °'o 

165 || 2, 0,63 0,18 36,2 
166 | 0,76 0,16 26,7 
167 0,61 0,08 16,6 
168 0,51 0,05 12,4 
169 0,36 0,02 7,0 
170 A 0,02 0,00 — 


Wir sehen aus dieser Versuchsreihe, daB eine steigende Aziditat zweifellos 
die Umlagerung der Glucose in Kojisaéure begiinstigt. Die Ausbeute ist bei 
Pu = 2,2 bedeutend héher als diejenige bei pq = 4,0, bei welcher Anfangs- 
aziditat bis jetzt gearbeitet worden war. Nur ist hier beim ersten Anblick 
ein Gegensatz vorhanden zu den Ergebnissen, welche im Versuch 147 
erhalten sind. Hier wurde auch beim Anfangs-pq = 4,0 eine Ausbeut: 
an Kojiséure von 35,8°, erhalten, also weit héher als diejenige beim Ver- 
such 167, wo die Ausbeute nur 16,6°, war. 

Es ist jedoch zu beachten, daB die Pufferkonzentration in Versuch 147 
nur sehr niedrig war: etwa 14/,,;, mol. gegen !/, mol. in Versuch 167. Esist 
daher wahrscheinlich, daB im ersten, schwach gepufferten Versuch das p; 
wiahrend des gréBeren Teiles des Versuchs erheblich niedriger war als 4. 
wodurch die héhere Ausbeute an Kojiséiure zu erklaren ist. 

Es schien in diesem Zusammenhang wiinschenswert, auch fiir da- 
optimal gefundene pq = 2,2 den EinfluB der Pufferkonzentration einma 
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estzustellen. Hierzu wurde die folgende Versuchsreihe angestellt, wobei 
auch noch einmal dem EinfluB von Stickstoffnahrung im Vergleich zum 
stickstoffmangel nachgegangen wurde. 


Bei allen Versuchen wurde wiederum eine Portion ,neues Mycel* in 
150 cem Medium, welches in allen Fallen 10°,, Glucose enthielt, gebracht. 
in den einzelnen Versuchsnummern wurden auBerdem die folgenden Quanti- 
taten Puffer und Néahrsalze hinzugefiigt : 





Versuch H, PO, KH, PO, NH, NO, MgSO, 7 aq. 
Nr. g £ £ 


171 0,500 1,860 0,563 
172 0,250 0,930 0,563 
173 0,125 0,465 0,563 
174 0,929 0,110 0,563 
175 0,500 1,860 — 
176 0,250 0,930 -- 
177 0.125 0,465 — 
178 0,029 0,110 


Die nach 24 Stunden festgestellten Ergebnisse sind in Tabelle VII 
zusammengefaBt . 


Tabelle VII. 





. . P Verbrauch Gebildete Ausbeute 
orsuc > »rkongz F, “ 7 88 
Versuch Pufferkonzentration an Glucose Kojisiure an Kojisiure 


— 
Nr. (Pu == 2.2) IP 0 0 0; 


171 0,73 0,06 10,4 
172 le 0,82 0,07 10,8 
173 39 1,02 0,10 12,4 
174 PT 0,66 0,01 2,0 
175 0,44 017 48.9 
176 | 0,47 0,17 45,9 
177 39 0,36 0,10 35,2 
178 136 0,52 0,11 26,8 


Wenn wir die Tabelle VII iiberblicken, dann finden wir an erster Stelle 
eine gute Bestatigung des schon friiher erhaltenen Resultates, daB Stickstoff- 
mangel eine erste Bedingung ist fiir eine hohe Ausbeute an Kojisaéure, 
obgleich die Quantitaéten der verarbeiteten Glucose dadurch merkbar 
verringert werden. AuBerdem ergibt sich, daB bei dem optimal befundenen 
PR 2,2 eine starkere Pufferung giinstig wirkt. 


Es schien nun angebracht, auch fiir das ',,mol. aut py 2,2 ge- 
pufferte Medium noch einmal festzustellen, ob es tatsachlich notwendig 
war, die relativ hohe Glucosekonzentration von 10°,, beizubehalten. Hierauf 
bezieht sich die folgende Versuchsreihe, wobei zu gleicher Zeit auch noch 
gepriift wurde, ob eine Anwendung von noch niedrigerem py, namlich 
von py = 1,9, vielleicht noch bessere Resultate geben wirde. 

Die Versuche wurden wiederum unter Standardbedingungen  vor- 
genommen, die nach 24 Stunden fest gestellten Ergebnisse sind in Tabelle VITI 
zusammengefaBt. 
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Tabelle VIII. 





Glucose- Verbrauch Gebildete Ausbeute 
konzentration an Glucose Kojisdure an Kojistiare 


Nr. 9/9 %Co 9% 


Versuch 


3 
= 


185 
186 
187 
188 
189 
199 


+ 


toto to to 


10 0,46 0,18 49.6 
5 0,14 52,2 
2 2 0,12 36,4 

10 0,16 78,0 
5 0,10 60,2 
2 0,10 70,4 


= pore pe 
tot 


Wir diirfen aus diesen Ergebnissen schlieBen, daB tatsachlich eine 
Erniedrigung der Glucosekonzentration bis auf 5°, die Ausbeute an Koji 
siure nicht ungiinstig beeinfluBt. Die Aufmerksamkeit mége darauf gelenkt 
werden, daB die bei Versuch 185 erhaltenen Ergebnisse eine recht befriedi 
gende Ubereinstimmung aufweisen mit denjenigen des unter identischen 
Bedingungen vorgenommenen Versuch 175. 

Was schlieBlich die weitere Erniedrigung des py bis auf 1,9 anbelangt. 
so muB bemerkt werden, da die dadurch hervorgerufene Verringerung 
des Glucoseverbrauchs die Ausbeuteziffer sehr ungenau macht. Dennoch 
wird man kaum den SchluB umgehen kénnen, daB die Ausbeute an Koji 
sdure durch die gréBere Aziditat noch gesteigert wird. Die Beschranktheit 
des Zuckerverbrauchs macht jedoch ein Arbeiten bei dieser Aziditaét nicht 
empfehlenswert. 

Von den weiteren Faktoren, welche die Ausbeute der Umlagerung 
von Glucose in Kojiséure bestimmen, ist nun noch zweifellos groBe Aut- 
merksamkeit der Sauerstoffversorgung der Zellen zu schenken. 

Wie wir in unserer ersten Abhandlung schon ausfiihrlicher auseinander 
gesetzt haben, ist diese Sauerstoffversorgung einerseits abhaingig von der 
Sauerstoffzufuhr in das die Zellen umgebende Medium — d.h. von der 
Fliissigkeitsoberflache und von der Intensitat der Schiittelung —, anderer 
seits aber von der Anzahl der pro Volumeneinheit des Mediums vorhandenen 
Zellen. Wir wollen hier nun noch eine Versuchsreihe wiedergeben, welche 
eine erste Orientierung in der genannten Richtung darstellt. Bei dieser 
Versuchsreihe wurde die Sauerstoffversorgung der einzelnen Zellen wiederum 
in der Weise variiert, daB in den verschiedenen Versuchen verschiedene 
Pilzmengen in gleiche Volumina des Versuchsmediums gebracht wurden. 

In der Hoffnung, daB die Zufiigung eines ,,physiologischen“ reversiblen 
Oxydoreduktionssystems die Sauerstoffversorgung der Zellen begiinstigen 
wiirde und dadurch die bei allen beschriebenen Versuchen immer noch 
bemerkliche alkoholische Vergairung der Glucose unterdriicken wiirde, 
wurde bei der einen Halfte der Versuche pro 150 ccm des Mediums etwa 
5mg Pyocyanin! zugefiigt. 

Es wurden nun wiederum mehrere Portionen ,,neues Mycel* bereitet 
und miteinander vermischt. Mit Hilfe sterilisierter MeBzylinder wurden 
dann zweimal 0,5, 1, 1,5 und 2 Portionen abgemessen und abfiltriert. Diese 
verschiedenen Mycelmengen wurden nun je in 150cem des Versuchs 
mediums, welches 5%, Glucose und !/,mol. Phosphatpuffer pq = 2.2 
enthielt, iibertragen und geschiittelt. 


1 Vgl. hierzu B. Elema, Rec. d. trav. chim. d. Pays-Bas 50, 807, 1931 
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Die nach 24 Stunden erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle IX = zu- 
ammengefaBt. 


Tabelle LX. 





Verbrauch Gebildete Ausbeute 
an Glucose Kojisiure an Kojisiure 


0; ( 0 
0 0 0 


Versuch Zufiigung von 
Mycelmenge ee . 
° nge Pyocyanin 


ron 


0,47 0,25 67,4 
0,43 0,2: 67,8 
0.81 0,35 54,8 
0,74 0,35 59, 
1,03 0.38 } 
0,92 0,38 

1,10 0,33 

1,00 0,35 


oo 


ror 


NN =e SS 
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Wir miissen zunachst aus diesen Ergebnissen wiederum schlieBen, 
daB genau, wie wir dies in Tabelle [V und auch in Tabelle VII unserer ersten 
Abhandlung fanden, eine Steigerung der angewandten Mycelmenge keine 
entsprechende Steigerung des Glucoseverbrauchs zur Folge hat. Dies 
laBt sich wohl nur auf den Umstand zuriickfiihren, daB unter den gewihlten 
Versuchsbedingungen Fliissigkeitsoberflache und Schiittelintensitat 
schon bei dem Versuch mit einer Portion die Sauerstoffversorgung der 
beschrankende Faktor fiir die Geschwindigkeit des Zuckerumsatzes ist. 
Diesem Gesichtspunkte wird man also bei den weiteren Versuchen in dieser 
Richtung vollauf Rechnung tragen miissen. Immerhin scheinen die ge- 
fundenen Daten jedoch zu geniigen, um zu zeigen, daB eine gréBere Sauer- 
stoffversorgung der Zellen, als unter den ,,Standardbedingungen*: (An- 
wendung einer Mycelportion) stattfindet, fiir die Ausbeute an Kojisiure 
giinstig ist. 

Die Zufiigung von Pyocyanin erscheint unter den gewahliten Be- 
dingungen als ziemlich bedeutungslos: die geringe, doch regelmaBig auf- 
tretende, Erniedrigung des Zuckerverbrauchs bei nahezu gleichbleibender 
Kojisaureproduktion kénnte auf eine schwache Unterdriickung der alkoholi- 
schen Garung hinweisen. Die naihere Bearbeitung der Frage der Sauerstoft- 
versorgung der Zellen auf die Kojisiurebildung mu jedoch spaiteren Ver- 
suchen iiberlassen werden. 


§ 5. Uber die Bildung von Kojisiure aus anderen Substraten als Glucose. 


In der Einleitung zu dieser Abhandlung wurde schon bemerkt, daB 
einerseits sehr viel zugunsten der Annahme spricht, da®B die Kojisaure 
direkt aus Glucose durch Dehydrierung und anschlieBende Dehydratation 
entsteht, daB jedoch andererseits die Tatsache, daB auch aus verschiedenen 
anderen Substraten wie Pentosen, C;-K6rper usw. von dem Pilz Kojisaure 
gebildet wird, eine Synthese aus Spaltungsprodukten der Substrate als 
méglich erscheinen laBt. Es wurde dann darauf hingewiesen, daB die Bildung 
von Kojiséiure aus den letztgenannten Substraten immer bei wachsenden 
Kulturen beobachtet worden war, so daB es sehr denkbar war, daB in diesen 
Fallen der Bildung der Kojiséiure eine Bildung von Reservekohlenhydraten 
vom C,-Typus vorangehen wiirde. Falls diese Hypothese richtig ist, lie’ 
sich erwarten, daB unter Bedingungen, bei denen das Wachstum und im 
allgemeinen die Synthese der Zellbestandteile méglichst zuriickgedrangt 











4 A. J. Kluyver u. L. H.C. Perquin: 


sind, die Bildung von Kojiséiure aus Glucose gut vor sich gehen wiird: 
dagegen die Bildung dieser Saure aus anderen Substraten mehr oder wenige 
vollstandig unterbleiben wiirde. 

Im AnschluB an diese Uberlegungen haben wir gepriift, inwiewei! 
Kojisiurebildung in einem mit '/, mol. Phosphatpuffer auf py = 2.2 ge 
puffertem Medium eintrat, wenn man die Glucose durch andere Substrat: 
ersetzte. 

Als solchen schenkten wir besondere Aufmerksamkeit der Fructose 
Galaktose, Xylose, Arabinose, Mannit, Erythrit und Glycerin, alles Sub 
stanzen, von denen von friiheren Autoren nachgewiesen worden ist, da! 
sie bei der gew6hnlichen Deckenkultur zur Kojiséurebildung Veranlassuny 
geben. Die ebenfalls éfters benutzten Substrate wie Saccharose, Maltose 
Lactose u.a. bleiben bei der gegebenen Fragestellung auBer Betracht 
weil der Pilz hieraus durch einfache Hydrolyse Glucose bildet. 

Da verschiedene der in die Untersuchung bezogenen Substrate ziemlich: 
kostspielig sind, waren wir gezwungen, die Versuche in etwas kleinerem 
MaBstab vorzunehmen. Wir werden hier nur eine Versuchsreihe wieder 
geben, wobei in allen Fallen !/,, Portion ,.neues Mycel** wahrend 24 Stunden 
in Erlenmeyer-Kolben von 200 ccm geschiittelt wurde in 25 cem des schon 
erwahnten Mediums, welches 5°, der verschiedenen Substrate enthielt 
Die Pilzmenge entsprach hier also dem fiir die Kojiséurebildung optima! 
befundenen Verhialtnis von !,, Portion auf 150 cem (Versuch 197). 

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle XI zusammengefaBt. 


Tabelle XI. 








Gebildete > Gebildete 

Versuch Substrat | Kojisiure Versuch Substrat Kojisiure 
Nr. i Fp Nr. 0/5 
236 Glucose 0,15 238 Arabinose 0,00 
243 Fructose 0,00 259 Mannit 0,01 
244 i 0,00 260 ss 0,01 
241 Galaktose 0,02 257 Erythrit 0,01 
242 jn 0,02 258 a 0,01 
239 Xylose 0,01 255 Glycerin 0,00 
240 fe 0,01 256 rd 0,00 
237 Arabinose 0,00 


Wir diirfen aus diesen Ergebnissen schlieBen, daB tatsachlich die Bildung 
von Kojiséure aus Substraten, welche weder Glucose sind, noch diese Zucket 
durch Hydrolyse liefern, praktisch unterbleibt, wenn die Bedingungen fii 
Wachstum und Synthese von Zellsubstanzen ungiinstig sind. DaB aus 
einzelnen Substraten dennoch eine kleine — im Vergleich zu der Ausbeute 
aus Glucose zu vernachlassigende — Quantitat Kojisaéure entsteht, laBt sich 
wohl hierauf zuriickfiihren, daB auch unter den gewahlten Bedingungen 
synthetische Vorginge noch in beschranktem MaBe vor sich gehen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde mit Hilfe der friiher beschriebenen ,,Schiittelmethode’ 
ein Studium der Faktoren unternommen, welche die dissimilatorische 
Verarbeitung der Glucose zu Kojisiure durch Aspergillus flavus Link 
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vedingen. Als erstes Resultat der angestellten Untersuchungen abt 
‘ich erwahnen, daB die Ausbeute an Kojisdure in hohem MaBe von den 
Bedingungen abhangig ist, unter denen das bei den eigentlichen Ver- 
suchen verwendete Mycel gewachsen ist. Es zeigte sich, daB nur mit 
Zellen, die in mineraler Zuckernahrfliissigkeit gebildet waren, héhere 
\usbeuten an Kojisdéure zu erzielen waren. Es wurde eine Nahrfliissig- 
keit aufgefunden, welche in dieser Hinsicht optimal ist. Mit dem darin 
gebildeten ,neuen Mycel’’ wurden dann Versuche vorgenommen, um 
die giinstigsten auBeren Umstande fiir die Kojisiéurebildung auf zell- 
physiologischem Wege zu prazisieren. Es konnte gezeigt werden, dab 
hierfiir Mangel an assimilierbaren Stickstoffverbindungen und eine 
relativ hohe Aziditat des die Zellen umgebenden Mediums (py = 2,2) 
sehr giimstig sind. Eine orientierende Untersuchung lehrte weiter, 
daB eine reichlichere Sauerstoffversorgung der Zellen, als unter 
den gewahlten Standardbedingungen obwaltet, die Kojisdiurebildung 
fordert. Unter den giinstigsten Bedingungen wurde eine Kojisiéure- 
bildung von etwa 67°, der theoretischen Ausbeute erreicht. Ferner 
werden Versuchsergebnisse mitgeteilt, welche zugunsten der Auf- 
fassung sprechen, daB die Bildung von Kojisaure aus Glucose ein direkter 
dissimilatorischer Vorgang ist, dagegen die Bildung von Kojisaure aus 
anderen Substraten an eine vorangehende Synthese von Reserve- 
kohlenhydraten vom (,-Typus gebunden ist. 





Uber das Amidspaltungsvermégen der Torula utilis, 
eine Untersuchung iiber die Abhingigkeit pflanzlicher Enzym- 
aushildung von der Stickstoffernihrung. 


Von 
Giinther Gorr und Joachim Wagner. 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A. G., 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 26. August 1933.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem haben wir! berichtet, daB auf ,,Harnstoffnahrlésung’ 
geziichtete Torula utilis iiber einen Enzymapparat verfiigt, der nicht 


nur Aminosdureamide, sondern auch die Amide anderer Sauren wie 
Acetamid, Propionamid und Lactamid unter Freilegung von Ammo- 
niak zu spalten vermag. Es wurde auch bereits auf den diesbeziiglichen 
Unterschied gegeniiber den eigentlichen, Hefen hingewiesen, die lediglich 
Aminosaureamide (Asparagin®, Glutamin®, Glycinamid* und Leucin- 
amid*) spalten. 

Es konnte seinerzeit bereits ein Einblick in die Substratspezifitat des 
in der Torula utilis aufgefundenen ,,Amidasekomplexes‘‘* gewonnen werden, 
insofern als festgestellt wurde, daB Formamid und Benzamid sowie die 
Diamide zweibasischer Sauren (Oxamid, Succimamid) nicht zerlegt werden. 
Es sei noch bemerkt, daB der einfache, d.h. aminogruppenfreie Amide 


spaltende Enzymapparat nicht nur von den Aminosiéiureamide spaltende 
Fermenten sondern auch von der Hippurikase verschieden ist, da die nach 


dem angegebenen Verfahren geziichtete Torula bzw. daraus gewonnene 


Extrakte weder Benzoyl- noch Acetyl-Glykokoll zerlegen kénnen. Ferne 


1 G. Gorr u. J. Waqner, diese Zeitschr. 254, 1, 1932. 

2 CQ. Firth u. M. Friedmann, ebenda 26, 435, 1910. 

3 W.F. Geddes u. A. Hunter, J. of biol. Chem. 77, 197, 1928. 

4 W. Grassmann u. O. Mayr, Hoppe-Seylers Zeitschr. 214, 185, 1933 

5 KE. Waldschmidt-Leitz, W.Grassmann u. A. Schaffner, Ber. d. Deutsch 
chem. Ges. 60, 359, 1927. 

6 Es soll zunachst offen bleiben, ob es sich um ein einziges oder mebrer 
voneinander trennbare Enzyme handelt. 





el 
est 
\cet 


\bh 
Stic 
Fert 
wiec 
Tort 
Hef 
Stic: 
desh 
wer 
ausb 
logis 
zu e 


0,06) 
mit 

und ; 
von 

wurd 
auf 4 
wurd 
erst n 
Lésui 
Ziicht 
beliif 
259°C 
18 St 
abbar 
beme 
y. 
sulfat 
extral 
abgei 
Harn: 
y. 
wurde 
suchu 
malig 
5 Min 
I 
frither 


1 
und ¢ 
Bio 


ing” 
richt 

wie 
nmMo- 
chen 
glich 


ucin- 


t des 
rden, 
e die 
rden. 
imide 
ender 
nach 


nnene 


‘erne! 


1933 


utsch. 


ehrer 


Amidspaltungsvermégen der Torula utilis. o% 


el erwabnt dab der Acetamid usw. spaltende Enzymkomplex nur auf 
westimmte Acylderivate des Ammoniaks eingestellt zu sein scheint. Weder 
\cetmethylamid noch Acetanilid werden angegriffen. 


In der folgenden Arbeit berichten wir iiber eine bemerkenswerte 
\bhangigkeit des Amidasegehaltes der Torula utilis von der Art der 
Stickstoffernahrung. Fir derartige Untersuchungen iiber ,,adaptive 


Fermentbildung* ein Untersuchungsgebiet, auf dessen Bedeutung 
wiederholt von namhaftesten Forschern! hingewiesen ist — ist die 
Torula ganz besonders geeignet, da sie im Gegensatz zu den eigentlichen 
Hefen sowohl bei verschiedenartiger anorganischer wie organischer 
Stickstoffernihrung gleich gutes Wachstum zeigt. Dies scheint uns 
deshalb bedeutungsvoll zu sein, da anderenfalls der Einwand erhoben 
werden kénnte, etwa beobachtete Verschiedenartigkeiten der Enzym- 
ausbildung in Abhangigkeit von der Ernahrung seien durch patho- 
logische Veranderungen infolge ungeniigender Vermehrungsfahigkeit 
zu erkliren. 

Die Ziichtungen wurden stets in folgender Weise vorgenommen: 


Je 2 Liter einer Grundnahrlésung mit einem Gehalt von 2°,, Glucose, 
0,06°, primérem Kaliumphosphat und 0,03°, Magnesiumsulfat wurden 
mit den einzelnen unten angegebenen Stickstoffverbindungen versetzt, 
und zwar jedesmal mit Mengen, die einem Gehalt der fertigen Nahrlésungen 
von 0,05°, Stickstoff entsprachen. Die Wasserstoffionenkonzentration 
wurde — wie auch in der friitheren Arbeit — stets mittels Schwefelsaéure 
auf 4,5 bis 5,0 eingestellt. Um unspezifische Zersetzungen zu vermeiden, 
wurden die einzelnen Stickstoffverbindungen der Grundnahrlésung stets 
erst nach deren Hitzesterilisierung zugesetzt, nachdem sie zuvor in wiisseriger 
Lésung durch Filtration durch Chamberland-Kerzen entkeimt waren. Die 
Ziichtungszeit, waihrend der die Kolben durch ein eingefiihrtes Glasrohr 
beliiftet wurden, betrug regelmaBig 18 Stunden, die Ziichtungstemperatur 
25°C. Es sei ausdriicklich die Beschrankung der Ziichtungszeit auf 
18 Stunden betont, da sich bei langerer Ziichtungsdauer durch Selbst- 
abbau gealterter Torulazellen veranlaBte unspezifische Enzymausbildungen 
bemerkbar machen kénnen (vgl. unten). 

Als Stickstoffquellen fiir die Ziichtungen wurden untersucht : Ammon- 
sulfat, Harnstoff, Acetamid, Glykokoll, Alanin, Asparaginsiiure und Malz- 
extrakt. Der Stammagarboden, von dem fiir die einzelnen Ziichtungen 
abgeimpft wurde, hatte folgende Zusammensetzung: 2°, Glucose, 0,1", 
Harnstoff, 0,06°, priméres Kaliumphosphat und 0,03°,, Magnesiumsulfat. 

AuBer den frischen durch Zentrifugieren abgeschiedenen Torulaernten 
wurden auch Acetonpraparate der einzelnen Ziichtungen fiir die Unter- 
suchungen herangezogen. Die Acetonierung geschah hierbei durch zwei- 
maliges, 10 Minuten langes Verreiben mit Aceton und  nachfolgendes 
5 Minuten langes Verreiben mit Ather. 

Die Amidaseversuche selbst wurden in vollig gleicher Weise wie in der 
friiheren Arbeit durchgefiihrt: 2,5 g frische Torula bzw. 0,5 g Aceton 


1 Vgl. z. B. H.v. Euler, Biokatalysatoren in Sammlung chemischer 
und chemisch-technischer Vortrage, 8.67. Stuttgart 1930. 


Biochemische Zeitschrift Band 266. 
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praparat wurden in 50 ccm einer m/10 Lésung des betreffenden Amids i) 
m/15 Phosphatpuffer (py = 7.4) aufgeschwemmt. Zu allen Ansatze: 
kamen 0,4°, einer 50°,igen alkoholischen Phenollésung. Die Versuch- 
temperatur war wieder 30°, die Versuchszeit betrug diesmal 18 Stunde 
Gepriift wurde auf Spaltung von Harnstoff, Asparagin und Acetamid. Di 
Ammoniakbestimmung geschah wieder in 10 cem der Ansiitze. 

In einfacherer Weise kann die Bestimmung der Amidasen mit Ausnahm 
der Urease iibrigens durch Titration der frei werdenden Carboxylgruppe: 
in alkoholischer Lésung erfolgen, wie es fiir die Peptidasen von Willstatt 
und Waldschmidt-Leitz' beschrieben ist. Doch miissen in diesem Fall 
stets auch Leerversuche gemacht werden, da die Torulapraparate unt: 
den Bedingungen des Fermentansatzes eine geringe Séurebildung zeigen 

Urease war in keinem der Praéparate auch nur spurenweise nach 
weisbar, bemerkenswerterweise auch nicht in der Torula, die auf harnstot 
gewachsen war. Die Versuchsergebnisse beztiglich Asparaginase und 
Acetamidase sind in den Abb. | und 2 zusammengestellt. 














N-Nahrung N-Nahrung 
Ammonsultat Ammonsultat | 
Harnstof Harnstof 
Acetamiad Acetamad | 
Glykokol! \ ] Glykokoll i 
Alanin Alanin 
Asparaginsaure Asparaginsaure 
Malzextrak? , Malzextrakt 














0 0 60 %% 100 oe - aan 
Asparaginspaltung in °/o. Acetamidspaltung in °% 9. 


Abb. 1. Frische Torula. 














N-Nahrung N-Nahrung 
Ammonsultat Ammonsultat 
Harnstoff Harnstof 
Acetamd Acetamad 
Slykokoll Glykokoll 
Alanin Alanin 
Asparaginsaure Asparaginsaure 
Malzextrakt Malzextrakt 
20 W060 80% 100 re ea 
Asparaginspaltung in °/o. Acetamidspaltung in ° 9. 


Abb. 2. Acetontorula. 


Man erkennt deutlich die Abhangigkeit der Asparaginase- bzw 
Acetamidasegehalte der Torula utilis von der Stickstoffernihrung 
Betrachten wir zunachst die Enzymversuche mit frischem Zellmateria| 
Wahrend in der auf Ammonsulfat gewachsenen Torula unter den Ver- 
suchsbedingungen praktisch keine Asparaginase festzustellen ist, steigt 
der Asparaginasewert bei Ernihrung mit den Amiden Harnstoff und 


' Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 54, 2988, 1921. 
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\cetamid recht erheblich und zwar bei beiden Amiden zu etwa der 
wleichen GréBenordnung an. 

In noch wesentlich héherem Mabe erhéht die Ernahrung mit den 
yepruften Aminosauren die Asparagin spaltende Kraft. 

Im Gegensatz zur Asparaginase wird die Acetamidase, die ebenfalls 
im Ammonsulfatpraparat nicht nachweisbar ist, gerade durch Amid- 
ernahrung besonders stark entwickelt, wahrend die Aminoverbindungen 
hier zu wesentlich schwacherer Enzymausbildung AnlaB geben. 

Kine ganz besondere Acetamidasesteigerung wird durch Ziichtung 
auf Essigsiureamid selbst hervorgerufen. 

Die Versuche mit den Acetonpriparaten zeigen im wesentlichen 
dasselbe Bild, nur sind alle Enzymwirkungen geschwicht. 

Ein Vergleich der Versuche mit frischem und acetoniertem Zell- 
material ergibt, daB die Acetamidase gegen Acetonbehandlung noch 
empfindlicher ist als die Asparaginase?, 





N-Nahrung N-Nakrung 
Ammonsulfat Ammonsu/fat | 
Harnstoff Harastof eee = Tee — 
a 7) 60 80 % 100 20 ¥0 60 60 % 100 
Asparaginspaltung in °\9. Acetamidspaltung in ° 9. 
Abb. 3. 


Gegen die obigen Versuchsergebnisse kénnte insbesondere in bezug 
auf die Versuche mit lebenden bzw. .,ruhenden*: Zellen der Einwand 
erhoben werden, die beobachteten Wirkungen seien durch verschiedene 
Permeabilitats- und nicht eigentlich durch verschiedene Enzym- 
ausbildung zu erklaren. Um diesen Einwand zu entkraften, haben wir 
von der ,,Ammonsulfat-** und .,Harnstofftorula’’ auch Autolysate 
hergestellt und deren amidatische Wirksamkeit untersucht. Wir konnten 
bereits in der ersten Arbeit mitteilen, da der einfache Saureamide 
spaltende Enzymkomplex ebenso, wie dies fiir die Hefeasparaginase 
bekannt war, aus den Torulazellen herausgelést werden kann. 

Die Autolysate wurden durch 24stiindiges Behandeln von 100 
Teilen frischer Torula mit 160 Teilen Wasser und 4 Teilen Toluol bei 
30° gewonnen, wobei die Reaktion durch kontinuierliche Zugabe 
konzentrierter Sodalésung dauernd neutral gehalten wurde. 

Die Fermentansatze waren folgende: 

10cem durch Zentrifugieren von den festen Zellbestandteilen befreiten 
Autolysesaftes, 50cem m/10-Amid in m/15-Phosphatpuffer (py = 7.4). 


0,2. cem 50° ige alkoholische Phenollésung. Temperatur = 30°. Versuchs- 
zeit 18 Stunden. 
' Beziiglich der Empfindlichkeit der Hefeasparaginase gegeniiber 


Acetonbehandlung siehe H. Pringsheim, diese Zeitschr. 26, 435, 1910; 
W. F. Geddes u. A. Hunter, |. c.; W.Grassmann u. O. Mayr, 1. ¢. 


7 . 
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Die Tabelle zeigt, daB auch in dem Autolysat der ,,Ammonsulfat 


torula’’ Asparaginase und Acetamidase nicht nachzuweisen sind, wohin 


gegen das Autolysat der ,,Harnstofftorula*’ beide Amide zu spalte: 
vermag. 

Wir haben in unserer ersten Arbeit dariiber berichtet, daB div 
Asparaginasewirksamkeit der ,,Harnstofftorula’’ durch Trocknen de) 
Zellen auBerordentlich, bis zum dreifachen Wert, erhéht wird. Wir haber 
dort bereits aus der Tatsache, daB diese Erscheinung bei anderen 
Amidasen, beispielsweise der Acetamidase, nicht zu beobachten ist 
den SchluB gezogen, daB es sich bei der ,,Trocknungsaktivierung’ 
der Asparaginase um eine zellchemische Erscheinung handeln miisse 
Die obigen Ziichtungseffekte geben unseres Erachtens die in der ersten 
Arbeit in Aussicht gestellte Erklarung. Beim Eintrocknen der Torula 
zellen wird ein starker Auf- und Abbaustoffwechsel ausgelést. Hierbei 
dienen als Stickstoffquellen fiir den EiweiBumbau zelleigene Amino 
siuren und veranlassen so eine der Ziichtung auf Aminoséuren ent 
sprechende Fermentausbildung. 

Ein wichtiger Anhaltspunkt fiir diese Auffassung ist die Tatsache. 
daB eine ahnliche Steigerung speziell der Asparaginasewirksamkeit 
durch Verweilen lebender Torulazellen in stickstofffreien Zuckerlésungen 
erzielt werden kann. Je 10g ,,Ammonsulfat- bzw. Harnstofftorula” 
wurden 24 Stunden in 2 Liter einer 10°%,igen Glucoselésung beliiftet 
Vor bzw. nach dieser Behandlung wurden die nachstehenden Aspara- 
ginasewerte in den durch Zentrifugieren abgeschiedenen Torulazellen 
gefunden. 

N-Nahrung 


Ammonsulfat vor der 


Harnstof, 
2 Ww 


Asparaginspaltung in °/9. 
Abb. 4. 


Es war iibrigens von vornherein die Méglichkeit nicht véllig von 
der Hand zu weisen, daB die Verschiedenartigkeit der Fermentwirkungen 
der einzelnen Torulaziichtungen nicht so sehr durch eine Verschieden 
artigkeit der eigentlichen Enzymausbildungen als durch verschieden- 
artige Bildung von kochbestandigen Aktivatoren bzw. Hemmungs 
kérpern veranlaBt wiirde. Bisher haben sich jedoch fiir eine derartige 
Auffassung keine Anhaltspunkte finden lassen. Es gelingt beispiels 
weise nicht, durch Zusatz von Kochsaften, die aus ,,Harnstoff-‘* bzw 
,,Glykokolltorula*’ gewonnen wurden, die ,,Ammonsulfattorula’ 2 
gesteigerter Asparagin- bzw. Acetamidspaltung zu veranlassen. 
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Die obigen Versuchsergebnisse diirften in mehrfacher Beziehung 
von Interesse sein. Dem Enzymchemiker zeigen sie die auBerordentlich 
leichte Veranderlichkeit des Fermentapparates bei einem und demselben 
Organismus. Man sieht, wie die Enzymausbildung wachsender Zellen 
durchaus verschieden sein kann, je nachdem ob den Zellen Ammoniak-, 
Amido- oder Aminostickstoff als N-Quelle zur Verfiigung steht. 

In diesem Zusammenhang diirfte die Weiterfiihrung der obigen 
Versuche unter Inbetrachtziehung der verschiedensten sonstigen Torula- 
enzyme von Wichtigkeit sein. Hierbei wird vor allem dem korrelativen 
Verhalten der einzelnen Enzymwirkungen in Abhangigkeit von der 
Stickstoffernihrung Augenmerk zu schenken sein, um so mit neuer 
Methodik die Differenzierbarkeit der einzelnen Fermente z. B. der in 
der Torula vorhandenen Peptidasen zu tiberpriifen. 

Auch fiir unsere Vorstellung tiber den pflanzlichen Intermediir- 
stoffwechsel diirften derartige Versuche Bedeutung haben. Beachtens- 
wert ist in diesem Zusammenhang beispielsweise die Tatsache, dab 
die Amidasen der Torula utilis nur bei Ernahrung mit organischen 
Stickstoffverbindungen zur Entwicklung gelangen, bei der Ernahrung 
mit Ammonsalzen also nicht gebraucht werden. 





Kine photometrische Methode 
zur Bestimmung des Kohlenoxyds im Blute. I. 


Von 
J. K. Parnas und J. Sieniawski. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6w.) 


(Eingegangen am 27. August 1935.) 


Die Anregung zu dieser Arbeit ging von Herrn Prof. Dr. Wt. Sieradzk: 
aus, der uns die Frage stellte, ob das Pulfrichsche Photometer nicht 
fiir die Bestimmung des Kohlenoxydhimoglobins im Blute verwendba: 
wire. Die daraufhin unternommenen Versuche zeigten bald einen 
Weg, der zu einer brauchbaren Methode zur Bestimmung des Kohlen- 
oxydhamoglobins in Gemischen mit Oxvhimoglobin oder Hamoglobin 
fiihrte. 

In bezug auf die Methoden der optischen spektrometrischen und 
spektrophotometrischen -— Kohlenoxydhaimoglobinbestimmung sei aut 
zusammenfassende Darstellungen verwiesen [Barcroft (1) (2), Buerker (3), 
Nicloux (4)|. Die Kenntnis des Pulfrichschen Photometers und seiner 
Anwendung zu kolorimetrischen Bestimmungen (etwa auf Grund der 
Gebrauchsanweisung ,,Mess 430 d/II*S von Zeiss) wird hier vorausgesetzt. 
Es wurde das neue Modell des Photometers in horizontaler Aufstellung aut 
optischer Bank mit Plankiivetten von 1; 2,5; 5; 10; 20; 30 und 50mm Lange 
verwendet und die mit dem Apparat gewéhnlich gelieferten Spektralfilter, 
von welchen im wesentlichen das Filter 8S 53 und 8 43 zur Verwendung 
kam!. Die Versuche und Bestimmungen wurden an Menschenblut ausgefiihrt, 
dessen Hamoglobingehalt auf Grund der Sauerstoffbindung nach Haldan 
bestimmt war; die Verdiinnungen erfolgten mit 0,1°, NagCQs. 


Prinzip der Methode. 


Bringt man in die beiden Strahlen des Photometers gleiche Schichten 
einer Hamoglobinlésung (z. B. einer Blutverdiinnung 1: 200), von 
welchen die eine mit CO, die andere mit O, gesattigt ist, so erscheinen 
bei beiderseits ganz offenen Blenden die beiden Halften des Feldes 
ungleich. Die Ungleichheit kann durch Eindrehen einer Blende behoben 


1 Diese Zeichen bedeuten, daB der Schwerpunkt des durchgelassenen 
Lichtes um 430 bzw. 530 um liegt. 
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werden. Diese Ungleichheit ist im Licht des Filters S 53 (gelbgriin) 
und S 43 (violett) am starksten: und zwar erscheint im Filter S 53 die- 
jenige Halfte, die dem Kohlenoxydhaimoglobin entspricht, dunkler; 
im Filter § 43 die dem Oxyhaimoglobin entsprechende. Hat man z. B. 
beiderseits im Licht des Filters S53 cine Lésung von 0,1°, Hamo- 
globin, und zwar rechts als Kohlenoxydhamoglobin, links als Oxy- 
himoglobin, in Schichten von 10mm Lange, so muB man die Blende 
links auf 73 einschrauben, wenn die Blende rechts auf 100 steht, um 
Gleichheit der beiden Felder zu erreichen. teduziert man beide 
Losungen durch Zusatz von Hydrosulfit, so muB man die dem Hamo- 
globin entsprechende Blende (links) auf 58 einschrauben. 

Wir wollen unsere Betrachtung zundichst auf Oxvhamoglobin und 
Kohlenoxydhimoglobin von 0,1 °,, Hamoglobingehalt und auf das Filter 
S53 beschrinken. Der beobachteten Durchlassigkeitsdifferenz D, ent- 
spricht eine relative spezifische Extinktion. 


] 
K,. —— log D 


" 
Dieser relativen spezifischen Extinktion entspricht, wenn Kr fiir 
Schichten von (s)em Lange gilt, der relative spezifische Extinktions- 
koeffizient 
Os 

Selbstverstandlich ist dieser relative Extinktionskoeffizient durch die 
absoluten Extinktionskoeffizienten der CO- und O,-Hamoglobinl6sungen 
gegeben; aber es sei hier gleich bemerkt, daB diese Extinktionen mit dem 
Pulfrich-Photometer in den Spektralgebieten der starksten Absorption 
(853 und $843) sich nicht gut messen lassen, denn man erzielt keine richtige 
Farbgleichheit (Absorptionskanten). Dagegen ist die Farbgleichheit bei 
den relativen Messungen von O,Hb gegen CO. Hb ausgezeichnet. 

Der relative spezifische Extinktionskoeffizient COHb O,Hb im 
Lichte des Filters 8 53 ergibt sich bei Messung verschieden langer 
Schichten (5 bis50 mm) und verschiedener Hamoglobinkonzentrationen 
1: 1000 bis 1 : 5000 konstant ; daraus geht die Giiltigkeit der Absorptions- 
gesetze von Lambert und Beer fiir diese GréBe hervor. Dasselbe gilt 
den relativen spezifischen Extinktionskoeffizienten COHb/Hb. — Fiir 
das Licht des violetten Filters S 43 und Hb/COHb gilt diese Beziehung 
nicht: darauf soll spaiter eingegangen werden. 

Aus dem Bestehen eines konstanten  relativen Extinktions- 
koeffizienten fiir Hamoglobinlésungen gleicher Konzentration, von 
welchen die eine als Oxyhaimoglobin, die andere als Kohlenoxyd- 
hamoglobin vorliegt, ergibt sich ein Weg zur Bestimmung der Verteilung 
des Hamoglobins zwischen CO und O,, wo solche Gemische vorliegen. 
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Man kann eine empirische Eichung so vornehmen, da’ man auf de: 
einen Seite des Photometers eine 50-mm-Schicht einer COHb-Lésung vor 
1: 5000 bringt, auf der anderen Seite diese 50-mm-Schicht aus Schichten 
der gleichen Hamoglobinlésung zusammenstellt', die teils Oxyhimoglobin, 
teils Kohlenoxydhamoglobin sind: z. B. ergibt sich aus 


{lem HbO, { 2em HbO, 3emHbO, |{ 4em HbO, 
{4emCOHb |3emCOHb | 2emCOHb | lem COHDb 


Zusammenstellung von: 


80°, 60°. 40°, 20°,, COHb 
und 20°, 40°, 60°, 80°, O, Hb. 


Messungen des Extinktionskoeffizienten an solchen Kombinationen geben 
einen streng linearen Abfall des relativen spezifischen Extinktionskoeffi- 
zienten von 0,134 zu Null, wenn man sie als Ordinaten mit dem Prozent 
gehalt O,Hb als Abszisse auftragt. 


Kine solche Eichung ist aber nicht nétig; die Beziehung zwischen 
der relativen Extinktion und dem Kohlenoxydhimoglobingehalt einer 
Hamoglobinlésung ergibt sich aus der folgenden Uberlegung: 

Es befinde sich auf der einen Seite eine Haimoglobinlésung von 
0,1°% als COHb, auf der anderen eine ebenso konzentrierte zu n °,, 
mit CO, zu (100 — n) % mit O, gesattigt, in l-em-Schichten. Man 
kann sie durch je zwei Schichten ersetzt denken, die aus der gleichen 
Hamoglobinlésung bestehen: an der einen Seite (n/100)em = und 


100 — n 
100 em Schichten von COHb, an der anderen eine n,100-cm- 


100 — n 
Schicht COHb, und eine 100 cm-Schicht Oxyhaimoglobinlésung. 


Da an jeder Seite symmetrisch eine Schicht von (n/100)em COhb 
100 —n 


steht, so wird die relative Extinktion nur von den Schichten 100 cm 


bedingt, die an der einen Seite nur aus Oxyhaémoglobin, an der anderen 
nur aus Kohlenoxydhimoglobin besteht. Die relative Extinktion wird 
100 —n 

also so sein, wie wenn Schichten von 100 *™ Lange von reinem 
Oxyhamoglobin und Carboxyhaimoglobin miteinander verglichen wiirden: 
die absolute Verdunkelung der Felder ist im ersten Falle natiirlich — den 
vorgelagerten (n/100)-em-Schichten Kohlenoxydhaémoglobin entsprechend 

gréBer als im zweiten, aber man mu, wenn die Teilung der Blende an der 
Seite der vollstandigen Kohlenoxydsattigung auf 100 steht, auf der Seite 
des kleineren CO-Gehalts genau so weit einschrauben, wie wenn Schichten 


100 —n 
von 100 em verglichen wiirden; man kann sich davon leicht tiberzeugen. 


Daraus ergibt sich folgendes: fiir eine Hamoglobinlésung von 0,1 °,, 
die zu n % mit CO gesattigt ist, betragt die relative spezifische Extink- 


1 Wobei selbstverstandlich die Zahl der Kiivettenwdnde gleichgemacht 
sein muB. 
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tion gegeniiber einer gleichen, vollstandig mit CO gesattigten Hb-Lésung, 
wenn beide in einer Schicht von sem beobachtet werden, 
(100 — n) 
100 co 
Os 
Hat die Himoglobinlésung einen anderen Gehalt wir wollen ihn in 
Promille ausdriicken — von m°/o9, so wird die Extinktion auf 
‘ + 
Grund analoger Uberlegungen 
(100 — n) 


K..= a.m. 
- 100 


Man gelangt so zu einer Formel fiir die Berechnung des CO-Hamo- 
globingehaltes in Gemischen mit Oxvhamoglobin: 


100 log c 


100 Ki, 
r* — 100 — 

:.m.k, s.m.k, 
0 in 
Oo Os 


n = 100 — 


wo n den COHb-Gehalt in Prozenten des gesamten Hamoglobingehaltes 
bedeutet, s die Schichtlange in Zentimeter, m den Hamoglobingehalt 
in Promille, K,, die beobachtete relative Extinktion der vollstandig 
mit CO gesittigten Haimoglobinlésung gegeniiber der untersuchten, 
fiir das Spektralgebiet des Filters S 53, ir den relativen spezifischen 
Oo 
Extinktionskoeffizienten einer Kohlenoxydhamoglobinlésung von 1° 4, 
gegeniiber einer Oxyhamoglobinlésung derselben Konzentration, in 
demselben Spektralgebiet; D, ist die abgelesene Stellung der Teilung 
an der Seite des geringeren Kohlenoxydgehaltes, wenn an der Seite 
der vollstandigen Kohlenoxydsattigung die Teilung auf 100 steht. 
Dasselbe gilt fiir den Vergleich von Mischungen von Kohlenoxyd- 
hamoglobin mit Haémoglobin, wenn man an Stelle des relativen Extinktions- 
koeffizienten fiir HbCO/HbO, den relativen Extinktionskoeffizienten fiir 
Kohlenoxydhamoglobin/Hamoglobin setzt. Da der relative Extinktions- 
koeffizient COHb/Hb fast zweimal so groB ist, wie fiir COHb/HbQO,, so 
ist es zweckmaBig, alle Messungen auf den Vergleich des Kohlenoxyd- 
hamoglobins mit dem reduzierten Hamoglobin zuriickzufiihren, indem man 
zu den angesetzten Lésungen in den Kiivetten etwas Natriumhydrosulfit 
in Pulver zusetzt und umriihrt: man hat dann durch Ablesung zuerst vor 
der Reduktion und dann nach der Reduktion eine Kontrolle. 


Der relative Extinktionskoeffizient fiir COHb O,Hb betragt fiir 
das Licht des Filters S53 und eine Haimoglobinlésung von 1° 9, 
0,134 — 0,005, fir HbCO/Hb ist er 0,241 —- 0,026. Wir werden durch 
weitere Messungen den letzteren Wert genauer festzulegen versuchen. 
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Die Messung im Spektralgebiet des violetten Filters S 43 ist be 
sonders interessant und vielversprechend, aber die Versuche sind noch 
nicht spruchreif. Wie erwahnt, absorbiert in diesem Gebiete das Hamo. 
globin starker als das Oxyhimoglobin, und das Oxyhamoglobin starke: 


als das Kohlenoxydhaimoglobin, und zwar sind hier die relativen Extink 
tionskoeffizienten O,Hb COHb und Hb/COHb viel gréBer als dis 
relativen Extinktionskoeffizienten COHb O,Hb und COHb Hb fii 
das Spektralgebiet des gelbgriinen Filters S 53. 

Der relative spezifische Extinktionskoeffizient O,Hb COHb fii 
S43 ist nach unseren bisherigen Messungen gleich 0,42 — 0,04. Der 
Koeffizient fiir Hb COHb ist nicht konstant, und fallt mit der GréBe 
der Extinktion, d.h. mit der Konzentration des Hamoglobins ode: 
der Lange der Schicht. In sehr verdiinnten Hamoglobinlésungen (z. B 
1:10000) ist die relative Extinktion Hb/COHb sehr grofB, sie betragt 
z. B. fiir eine Schicht von 2 cm 0,45, entsprechend D, 35*. Es diirfte 
deshalb die Messung der relativen Extinktion im Gebiete des Filters 8S 43 
an sehr verdiinnten Hb/HbCO-Lésungen fiir gewisse Zwecke sehr ge- 
eignet sein, z. B. fiir die Bestimmung des Kohlenoxyds in der Luft 
durch Messung des Kohlenoxydhaimoglobingehaltes in Lésungen von 
Hamoglobin, die mit ihr in Gleichgewicht gebracht worden sind; aber 
dies kann nur auf Grund von Eichungskurven erfolgen, die gasometrisch 
festgelegt werden miissen. 

Fir diesen letzteren Zweck — die Bestimmung des Kohlenoxyds 
ist die hier angegebene Methode bei Anwendung des Spektralfilters S 53 
schon brauchbar, unter Zugrundelegung der bekannten Bestimmungen' 
der Beziehung zwischen HbO,/HbCO im Blute zu O,/CO in der Luft 


Literatur. 


1) Barcrojt, The respiratory function of the blood, 1. Aufl., Cambridge 
1914. — 2) Derselbe, The respiratory function of the blood, Part I] Haemo 
globin, Cambridge 1928. — 3) Buerker, Tigerstedts Handb. d. physiol. 
Methodik 2, erste Halfte, S. 221 ff., besonders 8S. 281—299, Leipzig 1911. 

4) Nicloux, L’oxyde de carbone, et intoxication oxycarbonique, S. 280—221. 
Paris 1925. 


* D.h., daB, wenn einerseits eine 2-cm-Schicht einer Hamoglobin 
lésung von 1: 10000 steht, andererseits eine solche von Kohlenoxyd- 
hamoglobin, die Blende an der Seite des Kohlenoxydhamoglobins im Licht 
des Filters S 43 auf 35°, eingedreht werden muB, wenn die Blende aut 
Seiten des Hamoglobins auf 100 steht. 

1 Barcroft 2, 164ff. 





Uber Nucleoproteide. 


IV. Mitteilung: 
Native Nucleoproteide. 
Von 
St. J. von Przylecki, S. Frajberger und W. Giedroyé. 


(Aus dem Institut ftir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 27. August 1933.) 


Theoretiseher Teil (von v. Przyleck?). 

Die iiber die nativen Nucleoproteide (Np.) existierende bedeutende 
Literatur umfaBt ein groBes Material, doch zeigt sie, wie weit dieses 
Gebiet noch vom endgiiltigen AbschluB entfernt ist. 

Von den drei durch v. Przylecki angenommenen Untergruppen 
der Np., und zwar den Mononucleoproteiden (— Mononucleotido- 
proteiden), Nucleinen und Polynucleinen (== Nucleoproteiden 8. 8.), 
ist das Auftreten der zwei letzten Arten am wahrscheinlichsten. 


1. Mononucleoproteide. 


Das heute bekannte biologische Material und die Kenntnisse iiber 
die Chemie der Zellteile (Cytoplasma und Kern) sind zu gering, um eine 
strenge Behauptung von der Nichtexistenz solcher Stoffe zu gestatten. 
Es ist aber wahrscheinlich, daB man eine Existenz von Mononucleo- 
proteiden von heteropolarem Bindungstypus ausschlieBen kann. Solche 
Bindung kénnte bei py 7,3 nur zwischen basischen Proteinen und Mono- 
nucleotiden bestehen (v. Przylecki und Grynberg'). Basische Proteine 
wurden aber bis jetzt nur im Zellkern, wo viel Nucleinséiure (N. 8.) 
anwesend ist, gefunden. Bei der groBen Differenz zwischen der Affinitat 
N.S. + P. (Protein) und Mononucleotid + P. und bei Salzanwesenheit 
kénnen nur Nucleine entstehen. AuBerdem ist die Anwesenheit von 
Mononucleotiden bezweifelt worden. Im Cytoprotoplasma kénnten nur 
Verbindungen zwischen neutralen Proteinen und den Mononucleotiden 
entstehen, Stoffe, die bei pa 7 nur mit den im Gelzustande anwesenden 
Proteinen in Bindung treten kénnen und deren  Bindungsart 
unbekannt ist. 


1 v, Przylecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 251, 248, 1932. 
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Diese Behauptung basiert auf der Annahme, daB im Cytoplasma kein 
Proteine, deren isoelektrischer Punkt (I. P.) héher als bei py 7 liegt, an 
‘wesend sind. Die Kenntnisse tiber die Proteine sind aber noch zu gering 
um einen solchen SchluB zu erlauben. 

So wie zwischen Protaminen und Histonen Ubergangsformen bekann! 
sind, so existieren auch zwischen Histonen und neutralen Proteinen noc] 
unbekannte EiweiBstoffe, deren Verhaltnis NH,/COOH > 1 ist und di 
den basischen Proteinen in vielen Eigenschaften ahneln. Als Beispiel 
kénnen Globin, Edestin, teilweise auch Gelatine dienen. 

2. Nucleine. 

Bevor wir die biologische Analyse durchfiihren, miissen wir die folgenden 

Punkte besprechen: 1. die Art der die Nucleine vereinigenden Krafte 


2. das Verhaltnis N. 8./P. und 3. die in Bindung tretenden Gruppen. 


1. Die Nucleine existieren, besonders bei Salzanwesenheit, sowoh! 
bei [H']-Konzentrationen, die unterhalb als auch oberhalb des I. P 
des Proteins liegen. 

Diese Tatsache zeigt, daB zwischen den Proteinen und N. 8. ver- 
schiedene Affinitéten existieren, die durch die Anwesenheit von ver- 
schiedenen chemischen Gruppen hervorgerufen werden und deren 
Aktivitaét bei verschiedenen py, Ladungszustinden, Dispersions- 
iinderungen sehr verschieden sein kénnen. Besonders verschieden sind 
die Affinitaten unter- und oberhalb des I. P. des Proteins und bei ver- 
schiedenen Dispersionszustinden des Proteins (Sol— Gel). 


Die Verbindungsart zwischen N. 8.-Protein bei pu < I. P., also 
der meistens studierten Verbindung, ist eine heteropolare. Dies muf 
allgemein sowohl fiir basische wie fiir neutrale oder sauer reagierende 
Proteine angenommen werden. 


Ob auBerdem noch Dipole oder andere Gruppen als bindungsverstarkende 
Momente existieren, ist noch nicht geklart. Die Méglichkeit von Doppelsalz 
verbindungen ist durch unsere Versuche! sehr unwahrscheinlich geworden. 

‘Die Tatsache, daB durch Salze die Bindung reversibel in ihre Komponenten 
zerlegt wird und daB auch durch pqg-Anderung eine solche Entbindung leicht 
hervorgerufen sein kann, sprechen stark fiir eine heteropolare Bindung. 


Viel schwieriger ist die Natur der bindenden Kriifte bei Verbindungen, 
die oberhalb des I. P. des Proteins entstehen, aufzukldren*. 


Ob auch diese Nucleine in aéhnlicher Weise wie < des I. P. durch 
Verbindung der dissoziierten NH,-Gruppen des Proteins mit den PO-- 
Gruppen der N. 8., oder in ganz verschiedener Weise, z. B. durch die Dipole 
NH,- oder noch andere Gruppen, in Bindung treten, ist noch unbekannt. 
Die beiden Komponenten besitzen zu viele Gruppenarten, und ihre Bindungs- 
fahigkeiten sind zu wenig bekannt, um heute dariiber einen SchluB zu 
erlauben. Gegen heteropolare Bindung sprechen: 1. das Fehlen solcher Ver 
bindungen zwischen Proteinsol und Mononucleotiden, dagegen eine Existenz 
diesbeziiglicher Substanzen bei Proteingel-anwesenheit; 2. das ganz ver 


1 v, Przylecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 260, 395, 1933. 
2 Dieselben, ebenda 258, 389, 1933. 
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schiedene Verhalten der Nucleine bei Salzzusatz bei py oberhalb und unter- 
halb des I. P. des Proteins. 

Oberhalb des I. P. verstaérken die Salze die Bindungsfaihigkeit, die 
von bestimmten py an ohne Salze tiberhaupt unmédglich ist. 

Diese Tatsachen, die fiir eine verschiedene Bindungsart der Proteine 
mit N.S. sprecher, zeigen, da wahrscheinlich der Begriff Nuclein 
noch Substanzen, die bei demselben Protein und N.§8.-Art und Ver- 
haltnissen durch ganz andere Krafte verbunden sind, umfaBt. 

Alle bis jetzt bekannten Nucleine sind Verbindungen, die leicht 
durch verschiedene Eingriffe in ihre Komponente reversibel zerlegt werden 
kinnen. 

Bei biologischen pu (etwa 7,3) liegt aber ein groper Unterschied vor 
zwischen Nuclein mit stark basischen Proteinen, deren I. P. oberhalb 
dieses pu liegt, und denjenigen Nucleinen, deren I. P. unterhalb des 
biologischen py liegt. Die letzten Verbindungen sind wahrscheinlich 
koordinationsartige Verbindungen, wenn auch adsorptive nicht aus- 
geschlossen sind. 

Dagegen sind bei niedrigeren py keine Griinde vorhanden, um 
eine andere Bindungsart zwischen N.S. und neutralen oder basischen 
Proteinen bei synthetischen Nucleinen anzunehmen. 

Es existieren auch keine Griinde anzunehmen, daB die Nucleo- 
globuline oder Nucleoalbumine festere Verbindungen als z. B. Nucleo- 
histone sind. 

Alles was bis jetzt gesagt wurde, beschrinkt sich auf die meisten- 
teils durch Anséuern ethaltenen Nucleine. Ob noch andere Bindungs- 
arten bei den natiirlichen im Zellinnern existierenden Nucleinen vorhanden 
sind, ist noch nicht aufgeklart. 

Feulgen'! sagt (S. 319): ..es ware aber durchaus denkbar, da®B genuin 
eine organische Bindung... vorhanden ist, die bei den Darstellungs- 
methoden gesprengt wird.** Levene® (S. 219) sagt: ,,On the other hand it 
was realised, that in the tissues and particulary in all adult tissues nucleic 
acids were present not in the form of salts of proteins but rather in a more 
intimate union ressembling ester or imide structure.*° Obwohl bis jetzt 
keine besonderen Fermente, die Nucleine in ihre Komponente zerlegen, 
bekannt sind, haben wir keine geniigenden Griinde, um eine organische 
Bindung vollsténdig zu eliminieren. Alle bis jetzt zur Np.-Bereitung an- 
gewandten Methoden besitzen Momente, wo eine Hydrolyse leicht zustande 
kommen kann. 


Besonders, wenn wir die immer wachsende Zahl der Verbindungen 
von Estercharakter (Phosphagen) und die von Levene nachgewiesene 
Bindungsfahigkeit von Serin mit P.S. in Betracht ziehen, sehen 


' R. Feulgen, Chemie und Physiologie der Nucleinstoffe. Borntrager, 
1923. 
1 P. A, Levene, Nucleic Acids. New York 1931. 
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wir, daB ohne neue Versuche, die mit einer viel subtileren Technik aus 
gefiihrt sein miissen, keine Schliisse beziiglich Existenz von organische) 
Bindungen in nativen Nucleinen gezogen werden kinnen. 

Von einigen Autoren wurde tiberhaupt die Frage dahin gestellt 
ob die heteropolaren Verbindungen N. 8.—-Protein als eine Kérperklass: 
aufgefaBt werden kénnen. Bei den bioiogischen Bedingungen, die in 
Nucleinlésungen existieren, wo 1. die Ionen kolloidale GréBe haben 
2. die Komponenten stark polare Stoffe sind, 3. die Komponenten nu: 
in einer geringen Konzentration (< n/100) vorhanden sind, muB ein 
Zugehorigkeit von bestimmten Ionen zueinander sicher vorhanden sein 
Es ist also anzunehmen, da8 ein bestimmtes E.-Molekiil mit bestimm. 
tem oder bestimmten N.S8.-Teilchen y, y und z usw. verbunden ist 
Dafiir spricht noch die Langsamkeit der Gleichgewichtseinstellung 
bei Systemen N.S.—P.-+ P. Dank dem dynamischen Gleichgewicht 
N.S8., P. + N.S., >N.S.,P.+ N.8.,, wo x und y bestimmte einzelne 
N.8.-Teilchen bezeichnen, erfolgt ein stetiger Austausch der mit 
dem Protein gebundenen N. S.-Teilchen. Diese Erscheinung ist durch 
den EinfluB der Salze nachgewiesen. Aber auch in dem letzten Fall 
sehen wir, wie langsam sich das Gleichgewicht einstellt. Der Austausch 
N.S.,--P. + xNaCl= yNaN.S.+ N.S.,_, P. Cl, erreicht bei 20° 
sein Gleichgewicht erst nach 2 bis 3 Stunden. Auch die polarimetrischen 
Bestimmungen ! zeigen, daB die Bindung N.S8.—P. nicht typisch hetero- 
polar ist. 

Die Nucleine sind, obwohl sie durch heteropolare Krdfte entstehen, 
also dank der starken Polaritat und der Vielwertigkeit der Komponenten, 
vielleicht auch dem Anteil der Dipole, Verbindungen, die wahrscheinlich 
eine Zwischenstellung zwischen hetero- und homdopolaren Bindungen 
cinnehmen. Deswegen ist die Beibehaltung der Nucleine als einer charak- 
-teristischen Kérperklasse ganz begriindet. 

2. Verhdltnis N.S./Protein. Alle erhaltenen Resultate sprechen 
gegen eine Konstanz der Verhaltnisse. Das Nuclein ist ein Begriff 
der Stoffe, die sehr verschiedene N. 8./P.-Verhaltnisse haben. Beim 
Nucleoovalbumin haben wir z. B. Kérper, deren Konstitution zwischen 
P., N.S., und P., N. S.go liegt. 

Diese Verschiedenheit hangt von 1. der Komponentenkonzen- 
tration, 2. dem pu, 3. der Wertigkeit des Proteins (seiner Ladung), 
besonders der Menge der disponiblen NH ;-Gruppen und 4. von der 
Ionenkonzentration ab. Die Versuche mit Ov.-H. N. S., sowie 
Gel.-H. N.S. oder Histon T. N.S. und viele andere zeigten, daB in 
den Verbindungen N.S. P. mit einem N. §.-Teilchen meistenteils nur 
eine Proteinmicelle gebunden sein kann. 


1 J. Niklewski, unpublizierte Arbeit. 
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Hagihara* und Steudel* nehmen an, da®B in bestimmten Fallen ein 
N.8.-Teilchen mit zwei oder mehreren Proteinmicellen in Bindung treten 
ann. Diese Behauptung, welche nur fiir bestimmte N. 8. P.-Verhiltnisse 
kleine N. 8.-Konzentrationen) tiberhaupt méglich ist, ist noch nicht ganz 
sichergestellt. 

Somit miissen wir fiir die allgemeine Nucleinformel N.S.,, P.,,, 
wo n I 60 und m = 1—2-—3 ist, annehmen. mm ist stark 
vom Verhaltnis N.S. P. in Lésung abhangig. Bei N. S.-Steigerung 
erreicht m sein Maximum. Dies wurde sowohl bei synthetischen Nu- 
cleinen, als auch bei nativen Nucleohistonen*® beobachtet. 


Kinen groBen EinfluB auf m hat das py der Lésung und der I. P. 


des Proteinanteils*. Die Bindung erfolgt iiberhaupt von cinem 


bestimmten px ab. Bei Nucleoprotaminen ist die Bindung noch 
bei pu 1l méglich. Bei Nucleohistonen ist das px nicht bestimmt. 
Fir Nucleoovalbumine und Globuline bei Salzabwesenheit liegt das 
maximale py, bei dem die Bindung zustande kommt, im sauren Gebict 
(po 5 bis 4,8). Bei Salzanwesenheit liegt es viel héher (> 8). 

Unsere Untersuchungen, die mit Hefe-N. 8S. und Ovalbumin oder 
Globulin im Sol oder Gelzustande ausgefiihrt wurden, zeigten, daB 
man eine px-Kurve fiir m erhalt, welche fiir Protamine, Histone und 
neutrale Proteine sehr verschieden ist. Ein weiterer Faktor, der einen 
groBen EinfluB auf m ausiibt, ist die Ionenanwesenheit. Die Ionen 
vermindern m stark. 

Aus allen erwahnten Griinden ist die Konstitution der Nucleine 
N.S.,, P.,, stark variabel, und bei n = 1 ist m bei optimalen py 
verschieden. Und so kénnen wir fiir Nucleoclupein etwa m 12, 
fiir Nucleoovalbumin m = 30 und Nucleoglobulin m = etwa 60 an- 
nehmen. Gleichnamig benanntes Nuclein, z. B. Nucleoclupein, enthalt 
somit eine groBe Menge verschiedener Korper, deren Konstitution und 
Verhalten sehr verschieden sind. Dies erklart die so verschiedenen P.-°,, 
der Nucleine, die aus demselben Ausgangsmaterial nur durch An- 
wendung verschiedener Methoden erhalten wurden. 

Bei Nucleoprotaminen, bei denen die maximale Dissoziation der 
in Bindung tretenden Gruppen schon bei hohen px zustande kommt 
(siehe u.), ist die Konstitution des Nucleins bei grober py-Skala 
konstant. 

Bei anderen Proteinen ist die Konstitution und besonders das 
Verhaltnis N.S8./P. viel variabler. Dank den Arbeiten von Sérensen 


' Hagihara, Zeitschr. f. physiol. Chem. 135. 

2 H. Steudel, ebenda 88, 1913. 

3 W. Huiskamp, ebenda 39, 1903. 

4. Przylecki, S. Frajberger u. W.Giedroyé, diese Zeitschr. 264, 334, 
1933. 
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und von Svedberg ist uns das Micellargewicht vieler Proteine bekannt 
Somit kénnen wir die Gleichung N.S.,, P.,, berechnen. 

Die einzelnen Proteinmicellen besitzen bei bestimmtem py ver 
schiedene Mengen von dissoziierten NH,- und COO-Gruppen.  B: 
gewissen Saurenkonzentrationen existieren Proteinionen, deren Wertig 
keit zwischen P., und P., variiert. Bei Nucleinmicellen, die bei demselben 
pu entstehen, miissen die Micellen, deren Konstitution zwischen N. 8.,-P 
und N.S.,,-P. liegt, entstehen. Deshalb kann und ist die Zahl der N.S. 
Teilchen, die auf 1 Proteinmicell global entfallen, nicht immer eine ganz 
Zahl. 

3. Wenn auch das Verhaltnis N. 8./P. bekannt ist, miissen, um 
die strukturelle Formel kennen zu lernen, noch die Gruppen, durch dic 
die Bindung erfolgt, bekannt sein. 

Was die Proteine anbetrifft, kénnen nur die NH,-Gruppen der 
Diaminoséuren, also des Arginins, Lysins und Histidins, eine Rolle 
spielen. Nur die NH,-Gruppe der End-aminosaiure kénnte noch eine 
Rolle spielen. Besonders klar erscheint das bei einigen Protaminen (‘Tri- 
protaminen). Bei niedrigen py, also bei Ansaéuern durch Essigsaure, 
sind die NH,-Gruppen aller dieser drei Aminosiuren dissoziiert. Bei 
héheren px ist dies aber nicht der Fall (Harris!). Schon bei pu 7 ist 
die Dissoziationsfahigkeit von Arginin und Histidin verschieden. Hier 
haben wir also eine verschiedene Dissoziation nach der Reihe Arginin 
>Lysin>Histidin. AuBerdem besitzen die umgebenden, besonders dic 
dissoziierten COO-Gruppen einen groBen EinfluB auf die Bindungs- 
fahigkeit der NH,;-Kationen und ihre Affinitét®. Von einer gewissen 
Dominanz der COO--Gruppen an kénnen die Proteine auch bei An- 
wesenheit von dissoziierten NH,-Gruppen in heteropolare Bindung 
mit N.S. nicht treten. 

Dies betrifft sowohl Nucleohistone wie Nucleine mit neutralen 
Proteinen. AuBer dem Nachweis, welche NH;-Gruppen des Proteins 
bei der Bindung teilnehmen, miissen noch, um die strukturelle Forme! 
des Nucleins zu kennen, die PO~--Gruppen, ihre Anzahl und die Disso- 
ziationsabhingigkeit vom pu bekannt sein (H. Hammarsten®). 

Was die Anzahl der PO--Gruppen in einem N. 8.-Teilchen betrifft, 
haben wir bei px > 7 fiinf PO--Gruppen, die mit Kationen in Bin- 
dung treten kénnen. Bei niedrigerem pu weniger, bei héherem tritt 
noch die OH-Gruppe des Guanins dazu. Wir kennen also bei px 
etwa > 7 Nucleine, die als Grenzfalle die Formeln P.,, (OP. N.S.), 
und P,, [((OP); N.8.],, haben. In diesen Grenzen liegen alle Formeln 


m 


1 L. J. Harris, Biochem. J. 24, 1929. 
2 v. Przytecki, diese Zeitschr. 265, 393, 1932. 
3 H. Hammarsten, diese Zeitschr. 147, 481, 1924. 
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ier Nucleine, wovon die Unterschiede von py, Salzen und Konzentration 
des Proteins und N. 8. abhangen. 

Bei Nucleoprotamin, das aus T. N.S., und Clupein, das aus Sperma er- 
halten wurde, fand Steudel! eine Verbindung von der Formel NS, Clupein, 
Lynch* fand beim Nucleocorregonin dieselbe Formel N'S4 Corregonin. Die 
beiden Protamine enthalten zw6lf Argininmolekiile. Sie kénnen bei dem 
untersuchten py als etwa zwo6lfwertig angesehen werden. Die N.S. ist vier- 
bis fiinfwertig. Die vier gebundenen N. 8.-Teilchen haben somit etwa 16 bis 
20 Valenzen. Nicht alle Valenzen der N.S. sind also durch die — NH3- 
Gruppen des Protamins gesittigt. Im Nucleosalmin, (N'S)3-Salmin, ist 
dies viel weniger sichtbar. 

Bei Nucleohiston aus Thymus fand Huiskamp*, daB in diesem Kérper 
die sauren Gruppen tiberwiegen. Na-Nucleohiston wandert zur Anode, und 
dann ist es Na-frei. In dem nativen Nucleohiston sind die Affinitaten des 
Proteins zur N.S. nicht ganz gesattigt. 

Man kann durch Histonzusatz den N. 8.-Anteil vermindern: 

N.S.zH +H >N.S.yH, 
wo x©> y 1st. 

Beim Nucleoovalbumin ist bei pq 3, wenn die Komponenten in gleichen 
(sewichtsverhaltnissen vermischt werden, die N.S. mit dem Protein nur 
durch eine Valenz verbunden nach der Formel N. 8.,9P.4. 

Was fiir Verhaltnisse bei verschiedenen nativen Nucleinen existieren, 
wo die N. 8S.-Konzentration viel geringer ist, bleibt unbekannt. In diesem 
Fall kénnen die restierenden NH,-Gruppen entweder mit anderen 
Anionen oder mit 2, 3,4-PO--Gruppen desselben N. 8.-Teilchens in 
Bindung treten. Diese Verhaltnisse sind noch stark von der Salz- 
anwesenheit beeinfluBt. Alle diese Tatsachen zeigen, daB die Konstitution 
der Nucleine noch viel variabler ist, als aus der einfachen Formel N.S.,, P.,, 
hervorgehen konnte. Es existieren Stoffe, die durch verschiedene Valenzen 
verbunden sind (1 bis 5 bei héherem py). AuBerdem, wenn z. B. 
1 oder 2, 3 Valenzen der N.S. in Bindung treten, kdénnen verschieden 
PO--Gruppen als Vermittler der Bindung reagieren. 

In Systemen, wo viel N.S. und viele Salze anwesend sind, sind gewifs 
nicht alle Valenzen der N.S. durch die Proteine gesdttigt. Auch die posi- 
tiven Valenzen der Proteine werden bei Salzanwesenheit nicht ausschlieBlich 
mit der N.S. in Bindung treten. Das Nuclein wire also eine Viel- 
komponentenmicelle, die eine Konstitution A, — P,, N.8.,, K,, besitet. 
Alle diese Tatsachen sprechen dafiir, daB auch die nativen Nucleine 
und Nucleoproteide mineralische Ionen (Na, K, Ca, Mg, Cl, PO,, 
SO, usw.) enthalten. 


1 H. Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 1914; Steudel u. Peiser, 
ebenda 122, 1922. 
2 V. Lynch, J. of biol. Chem. 44, 1920. 
3 W. Huiskamp, Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 1901. 
* v. Przylecki, 1. c. 
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Vom biologischen Standpunkte aus zerfallen die Nucleine in Kern- wn 
Plasmanucleine. Als Kernnucleine sind Nucleoprotamine und Nucleohiston 
bekannt. Sie sollen im Cytoplasma fehlen. Es gibt aber Zellkerne, w 
tvpische basische Proteine fehlen. In den verschiedenen Kernen wurde: 
als Proteine Protamine (verschiedene Fischspermata), Histone (Sperma 
Thymus-, Erythrocytenkerne), in anderen Kernen, die keine basische: 
Proteine enthalten (z. B. Leber, Milz), sind mehr den neutralen Proteine: 
ahnliche Eiwei®stoffe angenommen worden. 

Die Protamin enthaltenden Fischspermien haben die einfachste Kon 
stitution. Sie sollen nur eine Protaminart enthalten (s. weiter). 

Die Proteinzusammensetzung aller anderen Zellkerne ist unbekannt 
Aller Wahrscheinlichkeit nach bilden sie ein Gemenge von vielen Proteinen. 
die teilweise untereinander in Bindung treten kénnen, besonders wo 
neutrale (n) und basische (6) anwesend sind. Als N.S. treten im Kern 
Desoxyribonucleinséure (D. N.S.) in a) gelierender und b) nichtgelierende: 
Form und N.S. héherer Ordnung auf. 

Im Protoplasma wurden keine basischen Proteine (Histone oder Pro'- 
amine) nachgewiesen, es ist aber, wie wir bei der Besprechung der Mono 
nucleoproteide hervorhoben, méglich, da®B auch in diesem Zellteil div 
Ubergangsformen zwischen n- und b6-Proteinen vorhanden sind. Von 
N. 8S. wurde in einigen Zellarten die Existenz von Ribonucleinséure (R. N. 5. 
nachgewiesen. Die Thymonucleinséure ist im Cytoplasma nicht beobachtet 
worden. Was die N.S. héherer Ordnung anbetrifft, ist ihr Vorkommen 
noch nicht aufgeklart. 

Aus den erwihnten Griinden kénnen wir das biologische Material 
in folgender Weise einteilen: 1. Képfe des Fischsperma besonderer Gat. 
tungen mit Nucleoprotaminen. 2. Spermienkipfe mit Nucleohistonen. 
3. Zellkerne anderer Zellarten, a) mit basischen, b) mit ausschlieplich 
neutralen Proteinen. 4. Protoplasma verschiedener Zellen. 

Das klassische biologische Material stellen die Nucleoprotamine dar. 
Die mit diesem Material erhaltenen Resultate sind die am besten begriin- 
deten. Sie sind nicht nur vom chemischen Standpunkte am klarsten, 
sondern auch vom biochemischen, da ihre biologische Existenz am 
wahrscheinlichsten ist, weil das untersuchte Material sich nur auf dic 
Zellkerne begrenzt und ohne besondere Verletzung der chemischen 
Kernkonstitution erhalten werden konnte. Auch die Konstitution der 
Proteine ist die am besten bekannte. 

Die Versuche, die mit den Spermaképfen nach der Reinigung von 
Protoplasmaresten durch Auswaschen mit Wasser, Propanol und Ather 
ausgefiihrt waren, gaben die bekannten Nucleoprotamine, wo dic 
Desoxyribonucleinsdiure als alleinige N.S. vorhanden ist und deren 
Verhaltnis N. 8.:P. ganz definiert ist. 

Die Konstitution dieser Stoffe ist noch nicht ganz aufgeklart. 

AuBer den Punkten, dieschon besprochen wurden, ist bei der angewandten 


Methodik noch folgendes zu beachten: 1. die Méglichkeit einer Auswaschung 
eines Teiles von Proteinen, die nicht zu Protaminen gehéren (Nakagawa'), 


! Nakagawa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 124, 1923. 
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2. die in den Spermak6pfen anwesenden Protamine sind wahrscheinlich keine 
eimheitlichen Stoffe (Aossel', Feliz und Dirr*). Deswegen ist die Behauptung, 
daB das Nucleoprotamin aus Spermien einer gegebenen Fischspezies ein 
einheitlicher Stoff sei, noch nicht begriindet. Vielmehr bleibt, wenn wir 
mmer die Abwesenheit von neutralen Proteinen in Spermakernen ab- 
lehnen, dann noch die Méglichkeit einer Existenz von zwei oder mehreren 
Nucleinen, deren ™ und in der Formel N. S.,,, P., verschieden sein kénnen. 
3. Beim Auswaschen kann das pq und die Salzkonzentration verdndert 


werden. 4. In den Spermaképfen kann ein Gleichgewicht N.S. P. N. 8. 
oder auch N.S. P. + N.S. + P. existieren®. 5. AuBer der Desoxyribo 


nucleinsaure, die in zwei Formen a und 6 anwesend ist, wissen wir noch nicht, 
ob in den Spermakernen die N. 8. héherer Ordnung nicht auftreten. Somit 
kénnen N.S.¢-Protamin und = N.8.?-Protamin sowie Polynucleine 
N.8.¢P.N.58.° usw. gleichzeitig entstehen. 6. Die weitere Frage ist, ob 
und wie viel anorganische Anionen und besonders Kationen im Mol hervor- 
treten. 7. Das Problem der Existenz von homéopolaren Bindungen ist 
noch nicht ganz aufgeklart. 

Die Nucleoprotamine wurden, auBer bei begrenzten Fischgattungen 
in ihren Spermatozoiden, bei keinem anderen Material gefunden. 

Die zweite Nucleinart stellen die Nucleinhistone dar. 

Die Analyse des Spermanucleohistons ist viel schwerer durchzu- 
fiihren. Erstens ist die Zusammensetzung der Kerne viel komplizierter. 
Die Konstitution der Proteine, ihr Molgewicht, ihre Anzahl, ihre 
Wertigkeit, ihr Arginin : Lysin : Histidin-Verhaltnis, sowie NH,/COOH- 
Gruppenverhaltnis, ihre Anzahl und ihr Dissoziationsgrad sind un- 
bekannt. Deswegen kénnen wir nicht, wie bei den Nucleoprotaminen, 
die Formel (N.8.),, P.,, bestimmen. Es kénnen bei .r-Proteinanwesen- 
heit Polynucleine oder Mischungen von verschiedenen Nucleinen ent- 
stehen. Es werden also P.', P.2, P.!s... und P.™, P.’* usw. in 
Bindung mit N.S. treten und Stoffe von verschiedenem N.S. : P.- 
Verhaltnissen entstehen. P."!, P.": kénnen entweder frei oder mit der 
N. 8. gebunden sein. Bei der Reinigung und Ausfallung, besonders durch 
pu-Anderung, entstehen Gleichgewichtsverschiebungen, z. B. P.0) N. S.. 

P.™ + P.1N.8.,_ , +P." N.S. 
P.ON.S., + y N.S. > PN. S.,.,4), besonders wo die a-D.N. S.- 
Form in 6-Form iibergeht (z. B. durch Wirkung von Wasser) ist 
méglich. 

Wenn wir mit Feulgen eine a-Form annehmen, kénnte die freie 
N.S. mit dem Nuclein mitgerissen werden. 


,- Auch eine Verschiebung von 


1 4. Kossel, 1. e. 

* K. Felix u. Dirr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 202. 

3 Dank der Zellstruktur und den verschiedenen Zustainden der Zell- 
bestandteile kénnen Zellstellen vorhanden sein, wo keine N.S. oder P. 
vorhanden sind, Die Proteine kénnen auch mit anderen Stoffen ver- 
bunden sein. 

* p.n neutrale, P.? basische Proteine. 


X* 
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So sehen wir, dap schon das eleganteste biologische Material, d: 
Spermaképfe, bet ihrer Untersuchung zu kompliziert ist, wm bei Anwendun 
heutiger Methodik sichere Schliisse tiber die Konstitution der Zellnuclein 
zu erlauben. 

Noch viel schwieriger ist die Analyse der Zellkerne aus andere) 
Geweben durchzufiihren. Erstens wissen wir noch nicht, was fiir Protein 
und Poly-Nucleotide im Kern und Protoplasma anwesend sind. Zweiten- 
aber ist die Bereitungsmethodik zu grob, um eine Vermischung 
Kern- und Protoplasmabestandteile zu vermeiden. Deswegen kénne1 
folgende Umgruppierungen und Vermischungen im Ausgangsmateria| 
entstehen: 

1. Kernprotein + N.S. oder Mononucleotide aus Cytoplasma. 

2. Kernprotein + Kern-N. 8. + N.S. oder Mononucleotide aus Cyto 

plasma. 

3. Kern-N. 8S. + Plasmaproteine. 

4. Kernprotein + Kern-N. $8. + Plasmaprotein + Plasma-N. 8. 

Dies kann zur Entstehung von Kombinationen von neuen Nu- 
cleinen (1,3) oder Polynncleinen (2,4) oder von Mischausfallungen 
und Austauschreaktionen wie K.P.D.N.S.,, + P.P. — K.P.D.N.S.,, 
+P.P.D.N.S8., oder K.P. D.N.S.+-P.P.R.N.S. > K.P. D.N.S.R.N.S 
usw. fiihren, wo K. P. = Kernprotein, P. P. = Plasmaprotein, D. N.S 
= Thymus-, R. N.S. = Hefenucleinsiure bedeuten. Alle diese Re- 
aktionen fiihren zur Entstehung von Stoffen, die im biologischen Material 
nicht existieren, dank der Abgrenzung von Kern und Protoplasma 
Auperdem wird bei der Bereitung der Nucleine eine grope pu-Anderuny 
und Verarmung an Salzen und anderen die Affinitdét zwischen Poly 
nucleotiden und Proteinen dindernden Stoffen hervorgerufen. 

Die Methode der Abtrennung des Cytoplasmas durch ]Cl-Pepsin 
verdauung ist auch nicht sicher, besonders nachdem Nakagawa! gezeigi 
hat, daB die Salzsiure stark die N.S. beeinfluBt. AuBerdem werden ver 
schiedenartige Hydrolysen bei der angewandten Temperatur, Zeit und 
Salzsiurekonzentration zustande kommen. 

Somit sehen wir, daB die angewandte Methodik weit von der er- 
forderlichen Genauigkeit entfernt ist, und es ist kein Wunder, dap di 
Versuchsresultate voneinander abweichen. 

Theoretisch kénnen wir uns tiber die biologischen Nucleine andere: 
Herkunft als aus Spermazellen das folgende Bild machen: 

Was die histonhaltigen Zellkerne anbetrifft, werden N. 8.,-Histom 
neben N.S., neutralen Proteine vorhanden sein. Bei den von 
b-Proteinen freien Kernen wird N. 8.,-Protein méglich sein. Dassell: 
betrifft das Cytoplasma von denjenigen Zellen, die N.S. enthalte: 


1 Nakagawa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 124, 1923. 
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Die Existenz von Nucleinen, sowohl von Nucleoprotaminen und 
\.-Histonen, wie von Nucleinen, die ausschlieBlich neutrale Proteine 
enthalten, kann heute nicht mehr geleugnet werden. Sowohl die Unter- 
suchungen von Kossel, Huiskamp, Steudel und vielen anderen, wie 
unsere, lehren, daB auch bei dem _ biologischen py 7 und Salz- 
anwesenheit Nucleine existenzfahig sind, und nur die Natur der bindenden 
Krafte ist noch nicht aufgeklart. Auch wissen wir nicht, welchen Formeln 
Lt ? 
trifft auch die Nucleoprotamine. 


die Kern- und Cytoplasmanucleine entsprechen. Dies be- 


“n 


3. Polynucleine. 

a) Vom Typus P1P2 N.S. Thre Anwesenheit in Protamin ent- 
haltenden Spermien ist zweifelhaft. Wenn wir mit Steudel annehmen, 
daB ein N. 8.-Teilchen sich durch zwei oder mehrere seiner Valenzen 
mit verschiedenen Proteinen (P.1- OP N.S. PO-P.*) binden kann, 
und wenn wir nach Felix eine Nichteinheitlichkeit der Protamine 
hehaupten, dann kénnen auch hier Polynucleine entstehen. Solche 
Bindungsart ist noch nicht nachgewiesen. 

In denjenigen Kernen, wo sich Histone befinden, ist die Anwesenheit 
der Polynucleine plausibel. Hier haben wir P.? und P." mit groBer (bei 
pu 7) Affinitat zueinander (Kossel!). Es kénnen heteropolare Bindungen 
zwischen Anion (P.") und Kation (P.") entstehen, die mit ihren anderen 
Valenzen, Haupt- (P.”) und Nebenvalenzen (P."), mit der N.S. in Bindung 
treten kénnen. Es sind noch keine sicheren Griinde, um die 
Bindung zwischen P.’, P.? in den anderen Zellkernen, sowie im Cyto- 
plasma usw. anzunehmen; allerdings kénnten, wenn Proteine mit 
Assoziationstendenz anwesend sind, solche Verbindungen leicht ent- 
stehen ?. 

b) Der Typus P.D.N.S. R.N.S. ist im Zellkern nicht aus- 
geschlossen. Es sind noch keine diesbeziiglichen Versuche ausgefiihrt 
worden. 

c) Der Typus M.—P.—R.N.S. (M. = Mononucleotid) ist in 
einigen Cytoplasmen mdglich. Hier aber waren sowohl die R. N.S. 
wie die M. in anderer als heteropolarer Form gebunden. 

d) Der Typus PAP? D. N.S. R. N.S. ware in einigen Fallen im 
Zellkern méglich. 

Aus diesen Erwigungen sehen wir, dap die Polynucleine im biologischen 
Material nicht so oft hervortreten, als man annimmt. Im Gegenteil haben 
wir, sowohl im Zellenkern wie im Plasma, wo verschiedene Proteine vor- 


1 4. Kossel, Deutsch. med. Wochenschr. 1894; A. Hunter, H.S. 53, 
1907; B. v. Ugglas, diese Zeitschr. 61, 1914. 
2 v. Przytecki u. Grynberg, ebenda 253, 288, 1932. 
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handen sind, eine Anwesenheit von unabhdngigen im Plasma gemischte) 
Nucleinen. Die oft durch verschiedene Autoren nachgewiesenen Pol 
nucleine sind meistenteils Artefakta, die beim Zerreiben der Gewebe, durci 
Vermischung der Kern- und Cytoplasmagrenzen entstehen. 

In diesen Fallen, besonders bei histonreichen Kernen, entstehe: 
mit den Cytoplasmaproteinen Polynucleine von den Typen: 


P."P.N.S., N.S.—P."P." N.S. und D. N. S.—P. R. N.S. 


4. Mehrkomponenten enthaltende Stoffe. AuBer den Nucleoproteider 
treten noch Verbindungen héherer Ordnung, wo auBer Proteinen und 
N.S. noch andere organische Stoffe, wie z.B. Lipoide oder Poly- 
saccharide vorkommen, auf. Diese Stoffe sind entweder chemiscl: 
mit den Np.-Bestandteilen verbunden, oder sie werden mit dem Np 
mitgerissen. 

Experimenteller Teil. 
Methodik. 


N wurde nach Parnas-Heller, Purin-N nach Ariiger-Schittenheln 
und P nach Newmann bestimmt, nur in einigen Fallen, wo die Substanz 
vorher mit H,SO, vorsichtig verascht war, nach Lohmann-Jendrassit:. 
Die Lipoide waren nach Kumagawa-Suto, Glykogen nach Mikro- Pfliiger 
(Przylecki-Modifikation), das Verhaltnis Purine/Guanin nach der modifi 
zierten Methode von Grynberg bestimmt. Um die Trockensubstanz zu 
erhalten, wurde die Np.-Ausfaillung im Wasserthermostaten auf 100° bis 
zur Gewichtskonstanz erhitzt. Das pq war potentiometrisch bestimmt. 
Die Beschreibung aller Versuchsdetails ist bei den Untersuchungen an 
gegeben. 

1. Muskelnucleoproteide. 

a) Wasserausziige. 200g frisches Ochsenfleisch wurde in der Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert, 15 Minuten mit 100 cem H,O gekocht und dure): 
Filterpapier filtriert (pq = 5,8). Die erhaltene Fliissigkeit wurde in drei 
Teile geteilt. Zu dem einen wurde vorsichtig eine 1 °,ige Essigséurelésung 
zugesetzt. 

In der Mehrzahl der Fille bildete sich kein Niederschlag. In einigen 
Versuchen erhielten wir eine Ausfaillung, ahnlich wie sie Dmochowski' 
bekam und die kein Purin-N enthielt. 


Zu dem zweiten Teil wurde Ovalbuminlésung zugesetzt. Auch in 
diesem Fall entstand nach dem Ansauern kein Niederschlag, wenn sich 
derselbe auch ohne Ovalbumin nicht bildete. 


Ganz anders verhalt sich die Fliissigkeit, zu der H. N. 8. zugesetzt 
und erst dann angesiuert wurde. In diesem Fall, wenn genug N.S 
zugesetzt war, entstand ein Niederschlag, der viel N.S. enthielt (Phos- 
phor- und Purinbestimmungen). 


1 4. Dmochowski, Biochem. J. 24, 1930. 
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Aus diesen Versuchen sehen wir, dap in den Wasserausziigen der 
Vuskeln keine Bedingungen zur Entstehung von Np.-Ausfdllung an- 
vesend sind. In diesen Ausziigen konnten tiberhaupt keine Polynucleo- 
tide nachgewiesen werden. In vielen Fallen waren auch ausfallbare 
isolabile Proteine nicht vorhanden. 

Es kénnten also nur Mononucleoproteide entstehen. Solche Ver- 
bindungen sind aber mit Proteinsolen und bei Salzkonzentrationen, 
die denjenigen im Muskelgewebe entsprechen, fast nicht existenzfahig. 

Die Proteine des Wasserauszuges binden sich aber leicht mit N. 8. 

b) Ausziige mittels 1° iger NaHCO,. 1 kg Ochsenfleisch wurde 15 bis 
20 Minuten mit 3 Liter 1 °,iger NaHCO, gekocht, abfiltriert, die Fliissigkeit 
mit dem gleichen Volumen H,O verdiinnt. Das py des Systems betrug 9 
(8,9 bis 9,2). 

Die Lésung, mit Essigsiure, HCl oder H,SO, behandelt, gab schon 
von pu 8,3 bis 8,8 an einen voluminésen Niederschlag. 
das kritische pu (kr. pu). Beim weiteren Ansaiuern vergréBert sich das 
Volumen dee Ausfallung, um von py 4,3 bis 4,0 an sich zu vermindern. 
Bei pu 3,3 bis 3,5 geht der ganze Niederschlag wieder in Lésung. 


Dieses pu ist 


Ganz ahnlich verhalten sich die Ausziige des Muskelbreies, welcher 
zwei- oder dreimal mit 1°, iger NaHCO, ausgekocht war. 

Beim dritten Auskochen nimmt der ganze Gewebebrei eine gallertige 
Konsistenz an und ist schwer filtrierbar. 

Der P-, N-, Purin-N- und Guanin-Gehalt, Trocken- 
gewicht und Purin-N/N7. 100, die im Niederschlag bei py 4,6 bis 4,9 
gefunden waren, sind in der Tabelle I zusammengestellt. 


sowie das 


Tabelle 1. 


Zusammensetzung der Muskel-Np.-Ausfallung. 





Trocken- 
substanz a a 
in g, die . Purin-N Purin-N 
zur Analyse aaah Nr 

genommen 
wurde o, mg mg 


Purin 


Guanin - 
Guanin 


Purin 


Mit NaHCOs, gekocht. 


0,2742 
0,5382 
0,4274 


04918 | 1,48 
0.3389 | 1,37 
0.1125 | 2.35 


Sie enthalt auch 


12,91 
10,34 
10,97 
11,1 
10,9 


0,40 8.1 
0,33 3,2 
0,35 3,2 
0,29 2.6 
0,34 3,1 


Mit Na,COx, gekocht. 


9,67 
11,0 
14,9 


0,53 5,5 
0.63 5, 
0.63 4, 


10,80 
8,76 
9,24 


7,56 
2.83 
4,91 


4,73 


die Zusammensetzung der Ausfillungen, die 
beim Versetzen des Muskelbreis mit 0,1 °,iger Na,CO, erhalten waren. 
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Aus den angegebenen Zahlen sehen wir, daB die Niederschlig: 
viel P enthalten. Der Mittelwert fiir NaHCO,-Ausziige ist 0,66°, 
fiir Na,CQ, 1,7°%. Die Ausfallung enthalt Purine, die in Form voi 
N.S. anwesend sind. Das Verhaltnis Purin: Guanin ist meistenfall- 
der theoretischen N.S. Zahl 2 sehr nahe. Der Mittelwert des Purin-\ 
ist bei pu 4,6 0.36%. Dies entspricht 3,6°, N.S. In den Fallungen 
die aus Ausziigen mit NagCO, enthalten wurden, ist der N. 8.-Gehalt 
groBer und zwar 6. 

Der Vergleich der Purin- und Phosphor-%, zeigt, daB ein Tei! 
des P. nicht zur N. 8. gehSrt. Bei NaHCO,-Ausziigen wurden 0,66°, P 
erhalten und 0,36 als N.S.-Phosphor berechnet; in denjenigen von 
Na, CO, war 1,7 °%, gefunden und 0,6 berechnet. Ein Teil des P. konnte 
aus den Globulinen stammen. Es ist aber wenig wahrscheinlich, dat 
die Muskelglobuline mehr als 1°, P. enthalten. Aus dem NaHC0,,- 
Muskelauszug, der vorher mit H,O gekocht war, erhielten wir einen 
Niederschlag, der anstatt 0,66 nur 0,4°% P hatte. Ein Teil des P., de: 
in den Niederschlag tibergeht, wurde durch H,O ausgelaugt. 

Was fiir Nucleotide sind im Niederschlag? Sind es ausschlieSlich 
N.S. oder auch Mononucleotide? Die Untersuchungen von Parnas! 
und Dmochowski? zeigten, daB fast alle Guanin enthaltende Nucleotide 
zu den Polynucleotiden gehéren. Das durch uns erhaltene Verhiltnis 
Purin/Guanin, welches dem theoretischen fiir N. 8S. ahnlich ist, spricht 
fiir eine nahezu ganze oder vollstandige Abwesenheit von Mononucleotid. 
Die Guaninbestimmung ist leider noch nicht vollstandig bearbeitet. Auch 
die Abtrennung der Mono- von Polynucleotiden ist noch in Bearbeitung. 
Deshalb wurden indirekte Versuche ausgefiihrt, um die Méglichkeit 
einer Anwesenheit von Mononucleotid in der Nucleoproteidausfallung 
nachzuweisen. 


Die Purin-N/N,-Verhaltnisse und der P-% zeigen, daB m in 
N.S.,,P., sehr klein ist. Wir tiberzeugten uns weiter, daB Np. 
noch groBe N. S.-Mengen binden kann. Wir priften, ob auch Mono- 
nucleotide durch unseren Np. nicht gebunden werden. 


Um uns davon zu iiberzeugen, wurde eine Portion von Muskelauszuy 
(mit 1°,iger NaHCO,) in drei Portionen geteilt. Die erste diente als Kon 
trolle, zu der zweiten (1 Liter) war 1 g Adenylséure, zu der dritten | ¢ 
Xanthylséure zugesetzt. dann wurde stark gemischt, 4 Stunden stehen- 
gelassen und mit Es. 8. durch pq-Erniedrigung bis py 4.6 der Np. ausgefallt. 


In der Kontrolle fanden wir Purin-N/N 7 . 100 = 3,1, in der zweiten 
Ausfallung 3,6 und in der dritten 3,7. Die Differenz gegen die Kontrolle 
betrug + 16,1 und + 19,4%. Das Trockengewicht des Np. betrug 2 g. 


1 J. Parnas, diese Zeitschr. 206, 16, 1928. 
2 A. Dmochowski, 1. ec. 
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Dieser Versuch zeigt, daB, obwohl ein Teil des Mononucleotids mit 
dem Np. ausgefallt wird, sowohl seine Menge, wie sein Verhaltnis zur ge- 
bundenen N.S. sehr gering ist, obgleich so groBe Mononucleotidmengen 
zugesetzt waren. Auch das Auswaschen eines Teiles der Purinbestand- 
teile durch angesaéuertes Wasser zeigt, daB im Np. kleine Mengen von 
Mononucleotiden anwesend sind. 

Das Ausgangs-Np. enthielt Purin-N N, . 100 = 3,2, nach drei- 
maligem Dekantieren und Auswaschen mit 3 Liter Essigsiure (py 4,6) 
betrug es 2,7. Dieses Verhaltnis bei verschiedenem Fallungs-py 
zeigt auch, daB die Mononucleotidmenge sehr klein sein mub. 

Das erwahnte Verhaltnis wird durch Salzzusatz verdndert. 

Der NaH CO,-Extrakt war in zwei Erlenmeyer-Kolben verteilt. Der 
eine diente als Kontrolle. Zu dem anderen war NaCl bis 1,5°,, zugesetzt. 
Nach Es. 8S.-Zusatz, um ein py 8,3 zu erhalten, wurden Ny und Purin-N 
bestimmt. 

Das Verhaltnis war vermindert und betrug in der Kontrolle 3,1, 
in Salzanwesenheit 2,5. 

Was fiir ein EiweiB ist in der Fallung ? 

Es kénnen entweder basische Proteine oder typische Globuline 
sein. Nach den Untersuchungen itiber die Muskelproteine ist es wahr- 
scheinlich, daB wir es mit der letzten Proteinart zu tun haben. Die 
Ausfallungsproteine sind mehr in ihren Eigenschaften dem Globulin 
ahnlich (ihre Léslichkeit in Alkalien und Sauren, die Ausfallbarkeit 
in der Nahe des [. P. usw.). Die Globuline sind Proteine, deren 
NH, COOH-Verhaltnis >- 1 ist, wo also die NH,-Gruppen pradomi- 
nieren. Das Molgewicht der Muskelglobuline ist unbekannt. Wenn wir 
es wie fiir Serumglobuline auf etwa 70000, die N. S. = 3,6°,, annehmen, 
und die Anwesenheit der Mononucleotide ausschlieBen, dann haben 
wir fiir NaHCO,-Extrakte ein Nuclein von der Konstitution NS, GI. 
und fiir diejenige von Na,CO,—NS8, G1. 

Solche Nucleine sind nur dank der Isolabilitat der Globuline beim 
Ansduern ausfallbar. Die Koagulation erfolgt ohne etwaige Entladung 


des Proteins durch N.S. Diese Erscheinung konnte iberhaupt nur bei 
pu, die unterhalb des I. P. des Proteins liegen, zustandekommen. 


Die bindenden Krafte der Komponenten bei py 7.3 sind unbekannt, 
wahrscheinlich sind es nicht Hauptvalenzen, sondern Nebenvalenzen 
kénnten hier im Spiele sein. Unsere Versuche zeigen aber, dap bei biologi- 
schem pu die Verbindung existiert. 

Befinden sich diese Np. im Muskelgewebe im Sol- oder im Gel- 
zustande / 

Auf diese Frage kann noch keine Antwort gegeben werden. In unseren 
Systemen sind die Np. schon von py 8,3 ab ausfallbar, und sie sind durch 
Wasserextraktion aus Muskelbrei nicht erhaltbar. 
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Diese Eigenschaften kénnen aber durch die angewandte Bereitungs 
methodik hervorgerufen werden. Das Muskelgewebe unterliegt wahrenc 
der Zerkleinerung einer Anséiuerung (px 5,7 bis 5,9) und wird durch Na,C © 
oder NaHCO,-Zugabe stark alkalisiert (pq > 9). Somit sehen wir, da! 
die Methodik zu grob ist, um Schliisse zu erlauben. Wir beabsichtigen 
dieses Problem weiter zu_ verfolgen. 


2. Leber-Np. 

a) Leber ohne Vorbehandlung. 500 g Ochsenleber wurden in der Fleisch 
maschine zerhackt und mit 3 Liter Wasser 15 bis 20 Minuten gekocht 
Die Fliissigkeit (2 bis 2,5 Liter) wurde durch Filtrierpapier abfiltriert und da- 
Np. durch 2- oder 10 °,ige Essigséure bis zur Erreichung einer 1 °,igen Es.-S 
Lésung ausgefallt. Nach dem Dekantieren der Fliissigkeit wurde zu dem 
Niederschlag soviel n/1000 NaOH zugesetzt, um ihn vollstandig zu lése: 
und die entstandene Lésung mit soviel H,O verdiinnt, um 2 bis 2,5 Liter zu 
erhalten. Das System wurde aufs neue mit Essigséure ausgefiallt. 

Diese Manipulation wurde viermal wiederholt. Nach dem letzten Aut 
lésen wurde die Fliissigkeit in sechs oder zw6lf gleiche Portionen geteilt und 
das Np. mit verschiedenen 1 °,igen Es.-S.-Mengen ausgefallt. Der Niedet 
schlag wurde abzentrifugiert, der fliissige Teil abgegossen und in demselben 
das py bestimmt. Der Riickstand wurde gesammelt, getrocknet, gewogen 
und in ihm N und P bestimmt. 


Tabelle II. 


Zusammensetzung der Np.-Ausfallung aus Wasserausziigen der 


Leber. 





1. Versuch 2. Versuch 





Trocken- 
substanz 


0.2634 
0,3583 


0.2400 | 


P 
0/5 


0,39 
0,69 
0,51 
2,31 


Pu 


5,40 
(kr.) 
4,67 
4,36 
4,10 
3,69 
3,34 


Trocken- 
substanz 


0,2660 
0,3396 
0,3390 
0,2838 


1,78 
1,59 
1,89 
1,99 


11,89 
12,18 
13,1 
12,1 





3. Versuch 





Trocken- 
substanz 


PH 


5,5 
(kr.) 


4. Versuch 


P 


Oo 


5. Versuch 


6. Versuch 
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Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle II zusammengestellt. 
Das kritische pu (kr. px), von dem an die Ausfallung erfolgt, liegt bei 
etwa pu 5,4. Bei weiterem Ansduern bis pu 4,2 bis 4.4 wichst das Ge- 
wicht des Niederschlags. Diese Erscheinung ist am besten in dem 
Versuch 3 sichtbar, wo bei pu 5,21 der Niederschlag 0,179 g wog, bei 
pu 4,8 bis 0.3659 und bei pu 4,2 bis 0.5455 g. 


Das Koagulationsmaximum liegt bei py 3,6 bis 4,2. Bei weiterem 
Ansauern unterliegt das Gewicht des Niederschlags einer kleinen Ver- 


minderung. Bei der py-Anderung wird auch der P-Prozentgehalt des 


Niederschlags geéndert. In den verschiedenen Versuchen ist diese 
Anderung verschieden. Die gréBten Variationen des P-Prozentgehaltes 
bemerken wir bei den pu, welche nicht weit vom kr. py entfernt sind. 
Bei pu 4,5 bis 5,2 finden wir P-Prozentgehalte, die zwischen 0,4 und 
1,7 liegen. Bei weiterem Ansdiuern wachst der P-Prozentgehalt, um 
bei pu 3,3 bis 3,8ein Maximum, das fiir sechs Versuche sehr abnlich ist, 
1,9 bis 2,2%,, zu erreichen. 

Die aus den ersten drei Versuchen erhaltenen Mittelwerte betragen 
fiir po 4,7 1,07% P, fir po 4.3 142%, fiir po 3,9 147% und fir 
pu 3,3 1,94% P. Durch py-Chergang von 5,0 zu 3,5 steigt der P-Pro- 
zentgehalt um 81,3, wird also fast verdoppelt. 

Die P-Bestimmung einer Kaninchenleber von einem durch Deka- 
pitation getéteten Tiere zeigte bei px 3,3 eine ganz der Ochsenleber 
ihnliche Zahl: 2,3% P. 

Der N-Prozentgehalt aus dem zweiten Versuch, wo sowohl P 
wie N kleiner sind, ist vom py fast unabhangig und variiert zwischen 
11,7 und 14,7%. Diese Zahlen entsprechen den neutralen Proteinen. 

Aus den vorherigen Versuchen geht hervor, dap Leber — Np. nicht 
hei einem bestimmten pu der Ausfdllung unterliegt. Der Prozep der 
Ausfillung erfolgt von pu 5,4—5,5 bis zu 3,8-4,0. Diese Beobachtung 
wurde durch weitere Versuche bestatigt. 


Tabelle III. 





Zweite Ausfillung, die aus dem Filtrat 

der ersten Ausfallung erhalten wurde 
, 4 : 
Pu 0 


Erste Ausfillung 


rt 


2,3 
2,71 


~~ 


Bow 
Si Ee oe ome ™) 


1,85 
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Die Filtrate von bei verschiedenen py erhaltenen Ausfallunge: 
wurden aufs neue weiter angesiuert. Bei Filtraten, deren py hohe: 
als 3,8 waren, erfolgte eine neue Ausfallung. Diese neu entstandenen 
Niederschlige sind viel P-reicher als die vorherigen (Tabelle IID) 
Durch das fraktionierte Ausfdllen wird ein Np., das weniger P enthdlt 
ausgefallt und von einem anderen abgetrennt, das gréBeren P-Prozent- 
gehalt besitzt. 


Z. B. beim ersten Ausfallen (bei px 4,2 bis 4,6) haben wir ein Np 
mit 1,1°% P, und beim zweiten (bei py 3,3 bis 3,8) erhalten wir ein Np.. 
das nicht 1,94, sondern 2,7°% P enthalt (155°, mehr als das erste) 

In einigen Versuchen wurden in den viermal gereinigten Np.- 
Niederschligen auBer P und N noch Purine, Glykogen und Lipoide 
bestimmt. Das Np. wurde aber nicht mit Alkohol oder Ather gereinigt 
und getrocknet. 


Bei pu 3,5 enthielt der Np.-Niederschlag 1,9°, P, 13,4°, N, 1,6°, 
Purin-N, 5°, nach Kumagawa Suto extrahierbare Stoffe und 1,54°, 
Glykogen. Aus dieser Analyse sehen wir, daB das Np. 16%, N. 8. enthalt, 
also 1,6°, Nucleinsaure-P. Es bleiben nur 0,3 °, P anderer Herkunft. 
AuBer N. 8. bleiben 84 °%, anderer Stoffe, von denen 6,5 °,, auf bestimmte 
Nichtproteine fallen. Den Rest = 78,5 bilden die Proteine. Wenn wir 
eine ganz unbewiesene Annahme machen, daB die in Bindung tretenden 


Proteine einheitlicher Art, und zwar Globuline mit einem Molgewicht 
von 70000 sind, dann hatten wir ein Np. von der Globalforme! 
N.S.;9P. Bei px4,9 wurde ein Np. von der Formel N.S.;P und bei der 
fraktionierten Ausfillung ein Np. mit 24,5°, N.S. der Formel N.S.,,P 
erhalten. Alle diese Bezeichnungen stellen keine empirische Formeln 
dar. Sie werden durch eine Summation von Nucleinen, die verschieden: 


Zusammensetzung haben (N.S.,, P, N.S. P usw.), gebildet. 


m 


Besondere Versuche wurden ausgefiihrt, um den Glykogengehalt der 
Leber-Np. zu bestimmen. In der ganz frischen Kaninchenleber wurde 
bei der ersten Ausfaillung im Np. 4,8°, Glykogen gefunden. Das Np. gab 
eine starke Jodfairbung. Nach dreimaligem Auflésen und Ausfillen enthielt 
das Np. nur 1,3°, Glykogen, und die Jodreaktion war viel schwiacher. 
Das Glykogen ist mit den Proteinen des Np. gebunden?. Da ein Gleichgewicht 
gebundenes /freies Glykogen existiert, bleibt bei jedem Auflésen und Aus- 
fallen des Np. ein Teil des Glykogens in Lésung. 

b) Nicht vorbehandelte und nicht erhitzte Leber. x) 100g Leberbrei 
wurden mit | Liter H,O bei 20° 2 Stunden geschiittelt. Das Filtrat gab mit 
Essigsiure keine Ausfaillung. £) Der mit NaHCO, bei 20° 2 Stunden ge- 
schiittelte Leberbrei gab einen Niederschlag, der bei Anwendung von 0,5 °,iger 
NaHCO, und Ansauern bis py 4 0,59°, P und 623°, N, und bei An- 
wendung von 0,1°, Na ,CO, 1,09°, P und 9,7°, N enthielt. 


1 v. Przylecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 258, 389, 1933. 
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ec) Mit Pe psin verdauter Leberbrei. Zu 500 ¢ Leberbrei wurden 3 Liter 
ner Losung, die 24cem konzentrierte HCl und 4g Pepsin enthielten, 
zugesetzt. Unter mehrmaligen Schiitteln wurde das System 3 Tage bei 25° 
gehalten. Nach Umriihren wurde die triibe Fliissigkeit durch Caze 
abfiltriert (@) und dann zentrifugiert. Das Zentrifugat (6b) wurde in 
NaQH bei px 8.0 gelést. Beide Fliissigkeiten @ und b wurden mit Essig- 
siure behandelt. 


Der in der abzentrifugierten Fliissigkeit entstandene Niederschlag 
enthielt 0,5 bis 0,55°, P, derjenige aus dem Zentrifugenriickstand 
2.31 bis 3.34% P. 

In den weiteren Versuchen war die Verdauung noch weitergefiihrt und 
zwar durch Verlangerung der Zeit (4 bis 6 Tage) und durch VergréBerung 


des zugesetzten Pepsins (5 bis 6g). Das nach dem Verdauen erhaltene 
System wurde in fiinf Fraktionen geteilt. 


Tabelle IV. 


Np. aus mit Pepsin verdautem Leberbrei. 





= P bei 
Kritisches Pu 4,2 bis4,6 


PH 


Fraktionen 


0 ) 


Ganzes System mit 1 °/y Nag@ Ox, 2 Std. 
geschiittelt, filtriert, das Filtrat mit 
Kssigsiure bei py 4,6 ausgefallt 

Wie 1, aber 10 Min. mit Na,CO, ge- 
kocht 


Die Fliissigkeit nach 10 Min. Zentri- 
fugieren . 


Der Zentrifugatriickstand des durch 
Gaze tiltrierten flissigen Teils 

Der Brei, der nach dem AbDfiltrieren 
durch Gaze geblieben und mit 1°, 
Na COs gekocht war ae ae 
(Der tliissige Teil war mit Es.-S. aus- 
gefillt.) 


Die Resultate sind in der Tabelle IV zusammengestellt. Alle 
erhaltenen Zahlen zeigen, da8 man aus dem mit Pepsin verdauten 
Leberbrei, in Abhangigkeit von den Verdauungsbedingungen und der 
untersuchten Fraktion, Nucleoproteide von sehr verschiedenem 
P-Prozentgehalt und anderen Eigenschaften erhalten kann. Auch 
bei den aus verdauten Lebern erhaltenen Np. hangt der P-Prozentgehalt 
stark vom pu, bis zu welchem das System angesdiuert war, ab, und 
zwar bekommt man zwei P-Gehaltmaxima, das eine bei py 4.8, das 
andere bei py 3,3 bis 3.8 (Tabelle V). 





126 St. J. von Przylecki, 8S. Frajberger u. W. Giedroye: 


Tabelle V. 


Aus der Fraktion 4wurde nach Auflésen in NaOH die Lésun, 
durch verschiedene Essigsiure-Mengen ausgefiallt. 





Pu, bei welchem der Nieder- P-Gehalt des Niederschlags 
schlag analysiert wurde 0/,, 
5,51 0,93 
4,85 1,28 
4,67 0,52 
4,33 0.63 
3,77 245 


Den gréBten P-Gehalt enthalt das Np.. das aus dem feinen 
pulverigen Zentrifugatriickstand, den man nach dem Filtrieren durch 
Gaze bekommt (Fraktion 4), stammt. Die Zahlen ahneln denjenigen. 
die Ishiyama! erhalten hat (3,3, P). 

Die kritischen py, bei denen die Np. der verschiedenen Fraktionen 
ausfallen, sind sehr verschieden. Am dahnlichsten zur unverdauten 
Leber erweist sich das kr. px des oben erwahnten Zentrifugatriickstandes. 
Besonders hoch sind die Werte der mit Na,CO, gekochten Systeme 
(pu 8,3). Beim Schiitteln des Systems mit Na,CO, erhalt man ein 
Np., dessen kr. py bei 7,7 liegt. 

Alle diese Versuche zeigen, daB die erhaltenen Niederschlige, da 
sie Proteine und N.§8. enthalten, als Np. aufgefabt werden kénnen. 
Sie sind aber nicht einheitliche Stoffe, also auch nicht chemische Individuen. 
Die Niederschlage enthalten viele Stoffe, die keine Affinitéten zueinandcr 
haben. Die organischen Stoffe, die in Np. aus Leber gefunden waren, 
sind: Proteine, N.8., Mononucleotide. Polysaccharide, Lipoide und 
etwas Es. 8. Ein Teil von den erwahnten Ausfillungsbestandteilen 
ist chemisch untereinander verbunden, sie bilden neue Kérper wie 
z. B. Polynucleine, Polyosonucleine [nach der Formel Glyk. — Prot. 
~. (N. 8.),],vielleicht Lipoproteide. 

AuBerdem werden aber mit dem Np. nicht chemisch gebundene 
K6rper, die chemisch voneinander unabhingig sind, mitgerissen. Zu 
ihnen kénnte ein Teil der Lipoide, die durch Alkohol und Ather ent- 
fernt werden kénnen, gehéren. 

Die weitere Frage ist die, ob Leberzellen Nucleine oder Polynucleine 
enthalten, und zu welcher Gruppe die durch uns erhaltenen Nieder- 
schlage gehéren. In der Leber wurden Mononucleotide (obwohl ein Teil 
davon durch Zersetzung der Polynucleotide bei der Bereitung des 
Materials entsteht), R.N.S., D.N.S. und N.S. héherer Ordnung 
gefunden. 


1 N. Ishiyama, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 1928. 
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Auch die Proteine der Leberzellen sind nicht einheitlich. Das 
kr. px der Ausfallungen und die fraktionierte Ausfillung zeigen, daB 
ihre Eigenschaften verschieden sind. Auch die Tatsache, daB die zweite 
Ausfallung, die bei py 4,0 aus der unverdauten Leber erhalten wurde, 
nach Ausfaillen und neuem Auflésen ein kr. py bei py 4,5 und nicht 
bei pu 5,5 besitzt, bestatigt die Existenz von verschiedenen Proteinen 
in der Np.-Ausfallung. 

Der N-Gehalt der Nucleine (11 bis 15) entspricht den Nucleinen, 
die aus neutralen Proteinen zusammengesetzt sind. 

Das kr. pu 5,5 ahnelt sehr demjenigen, welches durch uns bei 
Nucleoserumglobulin (etwa 6), und das Entstehen von neuen Aus- 
fallungen bis py 3,8 demjenigen, das bei Nucleopepton erhalten wurde! 

Alle diese Proteine, wenn sie nicht Assoziationstendenzen haben, 
haben keine Affinititen zueinander. Deswegen ist eine Entstehung von 
Polynucleinen der Formel P.1P.2N.S. im Leberbrei wenig wahrscheinlich. 
Vielleicht kénnten Stoffe der Formel R.N.S—P.— D.N.Soder D.N.S—P. 

N.S.L.O. entstehen. Der Anteil der Mononucleotide kann bei Salz- 
anwesenheit und groBer N. 8.-Menge nur sehr gering sein. Die Nieder- 
schlige, die verschiedene Proteine enthalten, sind also vielmehr Misch- 
systeme, das sind Ausfaillungen von unabhingigen, aus verschiedenen 
Proteinen gebauten Nucleinen. Auch diese Untersuchungen werden 
weiter gefihrt. 


' v, Przytecki, Frajberger u. Giedroyc, diese Zeitschr. 262, 1933. 





Einfache Methode zur Herstellung von Ultrafiltersickchen 
aus Kollodium und ein neues Ultrafiltrationsgerit'. 


Von 


Paul Kallés und Giinter Hoffmann. 
(Aus der Dermatologischen Klinik des Stadt. Krankenhauses Niirnberg. 
(Eingegangen am 27, August 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Seit der Einfiihrung der Ultrafiltration war es das Bestreben, 
naht- und geriistlose, druckfeste, saickchenférmige Kollodiumultra- 
filter in leicht reproduzierbarer Form und gleichmaBiger Porenweite 
herzustellen. 


Auf die umfangreiche Literatur und auf verschiedene Methoden. 
die diesem Ziel mehr oder weniger nahe gekommen sind, soll nicht néahe1 
eingegangen werden. Diesbeziiglich wird auf die zusammenfassende Dat 
stellung von Bechhold verwiesen. 


Die Herstellung von Kollodiumsackchen, die den oben genannten 
Bedingungen entsprechen, erméglicht folgende Methode: 


Geeignete Formstiicke aus Glas, z. B. Reagensglaser, werden in 200" 
-warme Karamelschmelze getaucht, dann unter Rotieren herausgezogen. 
so daB die Formstiicke sich mit einer gleichmaBigen Karamelschicht tiber 
ziehen. Die so iiberzogenen Formstiicke werden dann bei Zimmertemperatu! 
bis zur Erstarrung und Abkiihlung der Karamelschicht belassen, was 
etwa 1 bis 2 Stunden dauert. Danach werden die Formstiicke in geeignet: 
Kollodiumlésungen getaucht. 

Die Anderung der Porenweite von Kollodiummembranen mit de! 
Konzentration der ather-alkoholischen Kollodiumlésung und durch etwaigi 
Zusitze (z. B. Glycerin) setzen wir als bekannt voraus; sie ist bei Jand 
und Zakowsky ausfiihrlich behandelt. Als zweckmaBig hat sich erwiesen. 
zur Erzielung einer gleichmaBigen Porenweite die ather-alkoholisch« 
Kollodiumlésung mit n Butylalkohol zu versetzen. Die Anderung de- 
Butylalkoholgehaltes erlaubt bei gleichbleibender Kollodiumkonzentration 


! Diese und die folgende Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung 
des ehemaligen Klinikvorstandes Herrn Prof. Dr. med. Ernst Nathan au- 
gefiihrt. Fiir seine Férderung und giitige Hilfe méchten wir auch an diese: 
Stelle herzlichst danken. 
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eine gesetzmaBige Anderung der Porenweite, so daB mit zunehmendem 
Gehalt an n Butylalkohol die Porenweite zunimmt. Versetzt man z. B. eine 
6°oige ather-alkoholische Kollodiumlésung mit 3°,igem n But ylalkohol, 
so erhalt man eiweiB- und kongorotdichte Membranen. Dieses Beispiel 
wird im folgenden bei der Beschreibung der Sackchenherstellung  bei- 
behalten. 

Das Eintauchen der mit Karamel iiberzogenen Formstiicke in die 
Kollodiumlésung geschieht zweckmaéBig unter Rotieren der Formstiicke 
3 Minuten lang, dann miissen die Formstiicke senkrecht aufgestellt und 
6 Stunden lang bei 37° getrocknet werden. Nach 6 Stunden folgt eine 
Wiederholung des Eintauchens in Kollodium in der oben beschriebenen 
Weise, dann wieder ein sechsstiindiges Trocknen bei 37°. Danach werden 
schlieBlich die Formstiicke ein drittes Mal in die Kollodiumlésung getaucht 
und wiederum bei 37° 6 Stunden lang getrocknet. 

Die in der beschriebenen Weise mit Kollodium iiberzogenen Form- 
stiicke werden nach dem Trocknen in 80° warmen 30°/,igen Alkohol ge- 
bracht. Die Karamelschicht lést sich hier bald auf und die Kollodium- 
sackchen schliipfen von der Glasform, ohne daB sie beriihrt werden miiBten, 
unversehrt ab. Zur Entzuckerung der Sackchen wird nach einer Zeit die 
Alkohollésung gewechselt oder einfach strémendes warmes Wasser an- 
gewandt. Die Sackchen kénnen beliebig lang, ohne Anderung der Poren- 
weite und Druckfestigkeit, in 70°,igem Alkohol, eventuell mit Toluol 
iiberschichtet, steril aufbewahrt werden. 

Die nach dem geschilderten Verfahren aus 6°iger Kollodium- 
lésung unter Zusatz von 3° n Butylalkohol hergestellten Ultrafilter- 
sickchen werden zweckmaBigerweise in der von Fernbach oder in der 
von uns konstruierten Vorrichtung zur Ultrafiltration unter Druck 
verwandt. Dabei ergeben sich folgende Eigenschaften der Sackchen: 

1. Druckfestigkeit bis 760 mm Hg. 

2. Bei einem Fassungsvermégen von 100 cem und bei 600 mm Hg- 
Druck eine Filtrationsgeschwindigkeit: 100 ccm destilliertes Wasser 

10 Minuten. 

3. Wasser, Elektrolyte und Verbindungen bis zur MolekulargréBe 
des Benzopurpurins bzw. Kongorots werden quantitativ (ohne Adsorp- 
tion) durchgelassen, Substanzen, die eine dariiber hinausgehende 
TeilchengréBe aufweisen, werden ebenso quantitativ zuriickgehalten. 

4. Ather-alkoholische Lésungen kénnen nicht filtriert werden, 


ebensowenig stark saure oder stark alkalische Lésungen. 

5. Bei Austrocknung der Sackchen andert sich die Filtrations- 
geschwindigkeit und die Durchlassigkeit der Membran (Liesegang). 
Die Austrocknungsméglichkeit ist aber in der Vorrichtung von Kallés 
und Hoffmann ausgeschlossen (automatische Nachfiillung). 


Zur Benutzung der Ultrafiltersickchen wurde von Kalldés in Zu- 
sammenarbeit mit Fernbach ein Ultrafiltrationsgerat gebaut, iiber 
welches Fernbach an anderer Stelle berichtet. Dieses Gerat wies mehrere 
Mangel auf, insbesondere war die Befestigung der Ultrafiltersaickchen 
und die Austrocknung derselben wahrend der Filtration nachteilig. 


Biochemische Zeitschrift Band 266. g 











130 P. Kall6s u. G. Hoffmann: 


Dazu kam noch, daB das Gerat durch Verwendung von Glasschlif' 
sehr teuer kam. Dies veranlaBte uns, das Geréit umzugestalten. 

In den Deckel A, eines luftdicht abgeschlossenen VakuumgefaBes | 
sind mit Hilfe von Gummistopfen d Schmelzglasrohre 6 von etwa 2 bi 
3¢m Durchmesser luftdicht eingesetzt. Auf diese Rohre b werden di: 
von uns beschriebenen Ultrafiltersickchen aus Kollodium @ von ent 
sprechender Weite 2 bis 3em hoch aufgezogen, mit einem Gummistreifer 
umwickelt und mit einer Metallschelle ¢ luftdicht befestigt. Die Metall 
schelle ¢ ist ein 1,5cem breiter Messingring, der durch ein Scharnier geteilt 
ist und durch eine Fliigelschraube zusammengezogen werden kann. 
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Senkrechter Schnitt des Ultrafiltergerites. 


Der Deckel A, des VakuumgefaBes enthalt in der Mitte eine Bohrung. 
in welche ein durchbohrter Gummistopfen mit AnschluBrohr (e) zu einer 
Vakuumpumpe eingefiigt ist. GleichmaéBig sind vier weitere Offnungen 
um die mittlere Offnung herum angebracht, in welchen die oben beschrie 


. benen montierten Kollodiumsackchen sitzen. Unter den Kollodiumsackchen 


stehen auf dem Boden A, des VakuumgefaBes AuffanggefaBe /. 

Die zu ultrafiltrierende Lésung wird in die Kollodiumsaéckchen so 
eingefiillt, daB etwa 1 cm am oberen Rand des Sackchens frei bleibt. Nach 
Ansaugen mit der Vakuumpumpe, wobei die Erzielung von mindestens 
600 mm Hg Druck empfehlenswert ist, geht die Ultrafiltration mit zu- 
friedenstellender Geschwindigkeit vor sich. 

Sind die Sackchen einmal gefiillt, so sorgt eine selbstandige Regu- 
lierung dafiir, daB das Fliissigkeitsniveau im Sackchen auf einer kon- 
stanten Hohe gehalten wird. Diese Vorrichtung besteht aus einem 
graduierten StandgefaB B mit einem AusfluBhahn am Boden. Von 
diesem geht ein Zufitihrungsschlauch g aus, der sich zu jedem Sackchen 
verzweigt (g,-,). Durch das Prinzip der kommunizierenden Gefabe 
bewirkt jedes Sinken des Fliissigkeitsspiegels im Sackchen ein ent- 
sprechendes Nachstrémen der zu filtrierenden Lésung aus dem Stand- 
gefaB. Die Dimension des StandgefaéBes ist so zu wahlen, daB sein 
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(Juerschnitt ein Mehrfaches der Querschnitte der nachzufiillenden 
Sackchen betragt, damit das Nachstellen des StandgefaiBes nur in 
vréBeren Zeitabstanden, etwa zwolfstiindlich, notwendig wird. Zur 
Erleichterung des Héherstellens steht das StandgeféB auf einem verstell- 
baren Teller A eines Metallstativs 7. Dem StandgefaB ist mittels der 
Schlauchleitung / eine kleine Waschflasche C, die mit 1° 9) Sublimat- 
losung gefillt ist, vorgeschaltet. Die Waschflasche dient zur sterilen 
Luftzuleitung zum StandgefaiB, sie ist ebenfalls am Stativ 7 befestigt. 
Diese selbstandige Regulierung des Nachfiillens der Filtersaéckchen 
sorgt dafiir, daB die ganze Oberfliche des Filters dauernd ausgenutzt 
wird und nicht austrocknen kann. Dadurch wird die maximale Filtra- 
tionsgeschwindigkeit und eine gleichbleibende Durchlissigkeit waihrend 
des Filtrationsganges aufrecht erhalten. 

Das Gerait kann zweckmaBig auch zur Dialyse benutzt werden. Bei 
dieser Anwendung wird der einfach durchbohrte mittlere Gummistopten ¢ 
durch einen zweifach durchbohrten ersetzt, in welchen zwei Leitungen 
eingefiigt sind: Eine, die fast bis zum Boden des Vakuumgefabes reicht 
und zur Wasserzuleitung dient; eine zweite bis zur halben Tiefe reichende 
Heberleitung, zur Ableitung des Wassers. Die AuffanggefaiBe bleiben 
selbstverstandlich weg. Derart kénnen die Kollodiumsiéckchen mit der 
zu dialysierenden Lésung gefiillt und standig mit Wasser umspiilt werden, 
was eine sehr schnelle und vollkommene Dialyse erméglicht. ZweckmaBig 
ist zur Dialyse etwas diinnere, nur ein bis zweimal in Butylalkoholkollodium 
getauchte Sackchen zu verwenden. 

Es sei darauf hingewiesen, daB8 die Herstellung von naht- und 
geriistlosen Kollodiumsaickchen zur Dialyse bislang nie einwandfrei 
gelungen ist, was zur Verwendung von umstandlichen und unvoll- 
kommenen Apparaturen (Zwillingsréhrchen usw.) gefiihrt hat. Mit 
dem Karamelverfahren ist dies leicht méglich, so da8 mit Hilfe des 
oben beschriebenen Gerates eine einwandfreie Dialyse unter konstanten 
Bedingungen gewahrleistet ist. 


Literatur. 


Bechhold, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. III. — 
Fernbach, Erscheint demniachst. — Jander und Zakowsky, Membran-, 
Cella- und Ultrafeinfilter. Leipzig 1929. — Liesegang, Abderhaldens Handb. 
d. biol. Arbeitsmethod. Abt. IIT. 
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Uber Darstellung und chemische Eigenschaften eines aus der 
Nihrbouillon von Tuberkulosekulturen isolierten biologisch 
wirksamen Korpers (8-Tuberkulin). 


Von 


Paul Kallés und Giinter Hoffmann. 
(Aus der Dermatologischen Klinik des Stadtischen Krankenhauses Niirnberg. ) 


(Eingegangen am 27. August 1933.) 


Das Bestreben, den wirksamen Anteil des Tuberkulins in méglichst 
reiner Form darzustellen, ist seit der Entdeckung des Tuberkulins 
durch R. Koch standig vorhanden gewesen. R. Koch selbst unternahm 
kurz nach der Entdeckung des Tuberkulins bereits Reinigungsversuche 
in Gemeinschaft mit Brieger, die zur Darstellung eines wirksamen 
EiweiBkérpers fiihrten. Beziiglich der vorliegenden umfangreichen 
Literatur verweisen wir auf die Zusammenfassung von Pick und Silber. 
stein, die nach kritischer Sichtung der Angaben, sowie auf Grund eigener 
Versuche zum Ergebnis kamen, daB ,,die wirksame Substanz im Tuber- 
kulin EiweiBcharakter besitzt und dap das Tuberkulin als echtes Sekretions- 
produkt der Tuberkelbazillen zu den echten Toxinen vielfache  Be- 
‘ ztehungen hat*. 

Long und Seibert bestaétigten in zahlreichen Arbeiten die Ansicht von 
Pick und Silberstein. Seibert ist es sogar gelungen, den wirksamen Eiweil3- 
kérper zu kristallisieren. Seibert und Munday, sowie Seibert betonen auch 
in ihren neuesten Mitteilungen, daB das wirksame Prinzip des Tuberkulins 
ein Protein ist, allerdings scheint es, daB das von Seibert isolierte kristalli 
nische Eiwei8 in spaéteren Versuchen sich in seinen Eigenschaften gegeniibe: 
den urspriinglichen abweichend verhielt, da Seibert letzthin eine neue 
Reinigungsmethode (Seibert und Munday) angab, deren Produkt ein 
hochwirksames, nicht kristallinisches Protein darstellt. 

Gewisse Beobachtungen sind mit der Annahme des Eiweil- 
charakters des wirksamen Tuberkulinanteils nicht vereinbar: R. Koch 
sowie Pick und Léwenstein, ferner Maschmann und Kiister konnten 
namlich zeigen, daB das Tuberkulin dialysabel ist. Die Reinigungs- 
versuche mit Hilfe der Dialyse fiihrten aber schlieBlich zu Produkten. 
deren ZugehG6rigkeit zu der Proteingruppe nicht mit Sicherheit aus- 
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zuschlieBen war (Maschmann und Kiister). Le Guyon und Albert-Weil 
berichteten tiber Untersuchungen, als deren Ergebnis sich herausstellte, 
daB8 das Tuberkulin sogar ultrafiltrabel ist und somit kein EiweiB 
sein kann. Die methodischen Angaben iiber Herstellung der Ultra- 
filtersickchen lassen es aber unseres Erachtens nicht mit Sicherheit 
ausschlieBen, daB die Sackchen eiweiBdurchlassig waren, eine Be- 
stimmung der maximalen Porengr6éBe ist anscheinend nicht erfolgt, 
ebenso fehlen Angaben iiber eine chemische Untersuchung des Ultra- 
filtrats, insbesondere iiber die Ausfiihrung von EiweiBreaktionen. 
SchlieBlich seien noch die Reinigungsversuche von Bucher, W. Jadas- 
sohn und Schaaf erwihnt, die aus Alttuberkulin-Héchst ein Trocken- 
tuberkulin darstellten, das neben Spuren von EiweiB ein Kohlenhydrat 
enthielt. Bei diesem Praparat laBt sich die Frage, ob die EiweiB- 
spuren die Wirksamkeit bedingen, nicht mit Sicherheit entscheiden. 

Nach Betrachtung der angefiihrten Literaturangaben glauben 
wir mit Pinner annehmen zu miissen, daB bislang kein stichhaltiger 
Beweis dafiir vorliegt, daB ein anderer Bestandteil des Tuberkulose- 
bazillus als das Protein eine Tuberkalinwirksamkeit entfalten kann. 

Der eine von uns (Kallés) verfiigte jedoch tiber experimentelle Beob- 
achtungen, die die Annahme erlaubten, daB das eigentliche wirksame 
Prinzip des Tuberkulins doch kein Eiwei®kérper, sondern eine Substanz 
mit niedrigerem Molekulargewicht sein diirfte. Bei friitheren Versuchen 
von Kallés und Bajza stellte sich nimlich heraus, daB Tuberkulosebazillen, 
die in eine fiir EiweiB undurchlassige Kollodiumhiilse eingeschlossen und 
in Naéhrbouillon aufgehangt waren, einen in der Bouillon nachweisbaren 
Stoff produzierten, der in seinen biologischen Wirkungen mit denen des 
Tuberkulins weitgehende Ahnlichkeit aufwies. Dieser Stoff ging bei der 
Ultrafiltration der Bouillon in das Filtrat iiber. In Zusammenarbeit mit 
Fernbach konnte Kallés nachweisen, da die Ultrafiltration der Nahr- 
bouillon 6 Wochen alter Tuberkulosebazillen-Schwimmkulturen eine eiweiB- 
freie Fliissigkeit liefert, die im Intracutanversuch und in sonstigen biologi- 
schen Untersuchungen eine hochgradige Tuberkulinwirksamkeit aufwies. 
Die Ultrafiltration muB aber durch eine Kollodiummembran ohne Geriist- 
substanz (Papier, Ton, Porzellan usw.) geschehen, denn sonst wird die 
wirksame Substanz adsorbiert. 


Ausgehend von diesen Untersuchungen und Beobachtungen haben 
wir die Herstellung des eiweiBfreien Tuberkulins mit Hilfe der von 
uns beschriebenen Kollodiumultrafilter unter Verwendung eines von 
uns konstruierten Ultrafiltergerates in gréBerem MaBstabe versucht 
und dabei die Erreichung eines héheren Reinheitsgrades angestrebt. 

Wir gingen folgendermaBen vor: 


Virulente humane (oder bovine) Tuberkulosebazillen wurden auf 
4°,ige Glycerinbouillon tiberimpft und bei 37° als Schwimmkultur 6 bis 
8 Wochen lang geziichtet. Nach dieser Zeit war die Oberflache der Nahr- 
bouillon mit einem Bazillenrasen bewachsen; dieser wurde nun vorsichtig 
abgehoben und die Bouillon durch sterile Glaswolle vorfiltriert. Dann 
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kam die Bouillon zur Ultrafiltration, welche mit Hilfe der Kollodiun 
saickchen von Kallés (6°,ige ather-alkoholische Kollodiumlésung m 
3°.igem Butylalkoholzusatz) in unserem Geraét bei 600mm Hg-Druc 
vorgenommen wurde. Nach Beendigung der Filtration wurden alle 1} 
nutzten Sackchen mit einer wasserigen Aongorotlésung gepriift und erwiese: 
sich fiir diesen Farbstoff undurchlassig. Der Farbstoff wurde quantitatiy 
zuriickgehalten, ohne daB die Membran sich gefarbt hatte. Damit war di 
Forderung von Zzigmondy erfiillt und ein indirekter Beweis fiir die Eiweil 
undurchlassigkeit des Ultrafilters erbracht. 

Die Ultrafiltration lieferte eine gelbe, kristallklare Fliissigkeit, in de: 
keine Bazillen, insbesondere keine Tuberkulosebazillen, vorhanden ware: 
(mikroskopische und kulturelle Untersuchung, Tierversuch). Alle Eiweit 
reaktionen (Fallungsreaktionen, Kochprobe usw.) waren negativ. Hingege: 
konnten gr68ere Mengen von Glycerin und verschiedenen anorganischen Salzer 
(K, Na, Cl) nachgewiesen werden. Die Reaktionen der Tryptophangrupy 
und die Molisch-Reaktion waren positiv. Diese Fliissigkeit erwies sich in 
biologisechen Untersuchungen, tiber die gemeinsam mit Nathan anderenorts 
berichtet wird, als hochgradig tuberkulinwirksam. Zur weiteren Reiniguny 
wurde das Ultrafiltrat bei 30° im Vakuum auf ' ,. Volumen eingeengt und 
dann in die fiinffache Menge absoluten Alkohols gebracht, wobei sofort 
ein grauweiBer, voluminéser Niederschlag entstand. Zur feineren Ver 
teilung des Niederschlags muB8 sofort die einfache Menge Ather zugefiigt 
werden. Der Niederschlag setzte sich schnell ab, die iiberstehende braune 
Fliissigkeit konnte leicht dekantiert werden. Hierauf wurde der Niede1 
schlag in dem der urspriinglichen Menge des eingeengten Ultrafiltrat- 
entsprechenden Volumen n 100 Kalilauge aufgelést und in der eben be- 
schriebenen Weise in Alkohol-Ather umgefallt. Bei der zweiten Fallung 
entstand ein feinerer Niederschlag, und die tiberstehende Fliissigkeit farbt« 
sich nur schwach braun. Daraufhin wurde der Niederschlag noch einma! 
in der genannten Weise aufgelést und umgefallt. Nach der dritten Fallung 
entstand ein leichter, weiBer Niederschlag, der in der nicht mehr gefarbten 
Fliissigkeit meistens schwebend blieb, oder sich nur sehr langsam zu Boden 
setzte. Um den Niederschlag zu gewinnen, haben wir die Suspension mit 
3000 Umdrehungen 5 Minuten lang zentrifugiert, die Fliissigkeit dekantiert 
_und den Niederschlag in den Zentrifugenglasern im Vakuum iiber Chlor- 
calcium getrocknet. Dabei entstand ein grauweiBer, leichter Stoff, der mit 
Hilfe eines Glasstabes sehr leicht pulverisiert werden konnte. 

Das so gewonnene Pulver weist folgende Eigenschaften auf: Es ist 
von grauweiBer Farbe, geschmacklos, riecht leicht nach welkenden Rosen 
(diesen Geruch weisen auch altere Tuberkulosebazillenkulturen auf). Das 
Pulver ist sehr leicht, stark hygroskopisch, aber in gut verschlossenen 
GefaBen unbegrenzt haltbar. Lést sich in schwach alkalischen Lésungen. 
z. B. n/100 Kalilauge. gut. die Lésungen sind bestandig und vertragen 
auch Kochen. 


Elementaranalyse (durchgefiihrt von Herrn Priv.-Doz. Dr. Riech: 
Erlangen) ergab: 


44,48°. C, 9,85°, N, 7.51°, H, 144°, P, 36,72°, O. 


Ionen, insbesondere Schwefel, konnten nicht gefunden werden. Alle 
EiweiBreaktionen fielen, selbst in konzentrierten Lésungen der Substanz. 
negativ aus. Die Substanz reduziert nicht, ist optisch inaktiv. Sinterpunkt 
bei etwa 80°. 
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Die Ninhydrinreaktion sowie die Biuretreaktion und die Adambkiewicz- 
probe fielen positiv aus. Nach Hydrolyse der Substanz mit 5°, Schwefel- 
saure Fallung durch AgNO, bei Gegenwart von NH, (Nachweis des Purin- 
kernes). Additionreaktion mit KMnQOy, positiv (ungesattigte Verbindung). 
Molisch-Reaktion positiv. Alkaloidreaktionen negativ. 

Nach Ausfall der chemischen Untersuchung kann man annehmen, da 
ein Polypeptid vorliegt, wahrscheinlich Spaltstiick (oder Spaltstiicke) 
eines Nucleoproteins: 

Nucleoprotein 


a ' * 
Eiweil Nucleinsaure 


Polypeptide Nucle itide 





Amiéinosduren Phosphorsiure, Zucker, Purinbase 


Die in Aursivdruck genannten Stoffe konnten nachgewiesen werden 

In verschiedenen Versuchsgangen und von verschiedenen Tuberkulose- 
bazillenstammen ausgehend priiften wir, ob die chemischen Eigenschaften 
und die biologische Wirksamkeit der oben geschilderten Substanz, von uns 
}-Tuberkulin genannt, konstant bleiben. Die dabei erhaltenen Resultate 
stimmten vollig tberein, was fiir die Reinheit des /-Tuberkulins spricht. 
Eine weitere Aufspaltung des /-Tuberkulins fiihrte zum Verlust der biologi- 
schen Wirksamkeit. Insbesondere konnten wir dabei beobachten, daB die 
Aufspaltung der Tryptophangruppe das Aufhéren der Wirksamkeit herbei- 
fiihrt. Die Starke der Adamkiewicz-Reaktion konnte auch kolorimetrisch 
verglichen mit einer Standardtryptophanlésung — zur Messung des /}-Tuber- 
kulingehaltes in Lésungen verwertet werden. Gleichkonzentrierte Lésungen 
vorausgesetzt erwies sich Alttuberkulin etwa 100mal schwacher. Dieses 
Verhaltnis entsprach sehr gut dem biologischen Verhalten der beiden 
Praparate. 

AuBer der Nahrbouillon von Tuberkulosekulturen als Ausgangs- 
material des /-Tuberkulins konnten wir in gemeinsamen Arbeiten mit 
Nathan auch aus tuberkuléser Haut, aus Urin von Lungertuberkulésen und 
aus Blutserum von Hauttuberkulésen /-Tuberkulin herstellen. 

Die lupése Haut wurde mechanisch zerkleinert und im Schiittelapparat 
24 Stunden lang mit 1 °,iger Kalilauge extrahiert. Der Extrakt wurde 
ultrafiltriert und in der fiir Nahrbouillon besechriebenen Weise dreimal mit 
Alkoholather umgefiillt. 

Der Urin wurde im Vakuum bei 30° bis zum Trockenriickstand ein- 
geengt, der Riickstand in n/100 Kalilauge aufgelést, ultrafiltriert und das 
Ultrafiltrat umgefallt. 

Das Blutserum wurde mit n/100 Kalilauge fiinffach verdiinnt, ultra- 
filtriert und das Ultrafiltrat in der oben beschriebenen Weise umgefallt. 

Die erhaltenen Praparate waren chemisch und biologisch mit dem 
Kultur-/-Tuberkulin identisch. 


Zusammenfassung. 
Durch Ultrafiltration der Nahrbouillon von Tuberkulosekulturen, 
durch frei schwebende Kollodiummembranen nach Kal/dés und Hoffmann, 
durch Umfallung des Ultrafiltrats mit Alkohol-Ather in entsprechendem 
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Mengenverhaltnis la8t sich ein in seiner Zusammensetzung und in seine: 
biologischen Wirkungen konstantes Tuberkulintrockenpraparat ($-Tube: 
kulin) herstellen. Das Praparat ist biologisch hochaktiv, trotzden 
villig eiweifbjrei (negative EiweiBreaktionen, kongorotundurchlassig: 
Ultrafilter). 

Durch entsprechende Anwendung derselben Methode JaBt sich 
das Praiparat auch aus lupéser Haut, Urin von Lungentuberkulose 
kranken und Blutserum von Hauttuberkulésen gewinnen (Kallds 
und Nathan). 

Die Starke der Tryptophanreaktion (z. B. Adamkiewicz-Reaktion 
erlaubt eine kolorimetrische Bestimmung des Gehaltes der Lésungen 
an $-Tuberkulin und steht in direktem Verhaltnis mit der biologischen 
Wirksamkeit des Praparates. 
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Das kolloidale Verhalten der Muskeleiweibkorper. 


Von 
H. H. Weber. 


V. Mitteilung: 
Das Mengenverhiltnis der Muskeleiweibkoérper 
in seiner Bedeutung fiir die Struktur des quergestreiften 
Kaninchenmuskels. 


Von 
Klaus Meyer. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitiat 
Miinster.) 


(Eingegangen am 28. August 1933.) 


I. Die Bedeutung der Mengenanalyse der Muskeleiwei8kérper. 

Der Muskel diirfte eine Maschine sein, bei der sich der Elementar- 
vorgang der mechanischen Arbeitsleistung in kolloidalen, ultramikro- 
skopischen, oder sogar molekularen Dimensionen abspielt. Um die 
ultramikroskopische Feinstruktur vollstaéndig aufzukliren, scheint es 
notwendig, die Forschungsergebnisse, die an der ganzen Muskelfaser 
gewonnen werden kénnen (Réntgendiagramm'), Messung und Analyse 
der Doppelbrechung? mit denen zu vereinigen, die sich bei der Unter- 
suchung rein dargestellter MuskeleiweiBkérper ergeben*. Dies ist nur 
dann méglich, wenn Klarheit iiber den mengenmaBigen Anteil der ein- 
zelnen reinen MuskeleiweiBkérper am Gesamtmuskel besteht. 

Diese Klarheit besteht nicht. Sazl* findet, daB der Muskel zu 79°, 
aus dem Muskelalbumin Myogen besteht und zu etwa 18°, aus dem Muskel- 


1 Gundo Boehm, Zeitschr. f. Biol. 91, 203, 1931. 
2 H. Stibel, Pfliigers Arch. 201, 629, 1923; H.H. Weber u. D. Noll, 
erscheint demnachst in Pfliigers Arch. 

3 J. T. Edsall, J. of biol. Chem. 89, 289, 1930; A. v. Muralt u. Edsall, 
ebenda 89, 315 u. 351, 1930; Mitteilungen I bis IV dieser Reihe z. B. H. H. 
Weber u. R. Stéver, diese Zeitschr. 259, 269, 1933, daselbst weitere Literatur. 
4 P. Saal, Beitr. z. chem. Physiol. 9, 1, 1907. 
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globulin Myosin. Einen Rest von etwa 9°, konnte er nicht extrahiere: 
sogenanntes Muskelstroma. Als Myosin sieht er alles Eiweils an, das ji 
10°, iger Ammoniumchloridlésung bei unbekanntem py unter 50°C flock: 
als Myogen den Anteil, der unter diesen Bedingungen iiber 50° ausfalk 
Ritchie und Hogan’ trennen Muskelglobulin und Albumin durch Dialyse. 
Aussalzen und Ultraviolettbestrahlung und kommen zu dem entgeger 
gesetzten Ergebnis: etwa 70°, des extrahierten EiweiBes seien Globulin 
und nur etwa 30°, Albumin. Wie groB der EiweiBrest ist, den die Autores 
nicht extrahiert haben, ist aus der Arbeit nicht zu ersehen. Die Extraktion- 
bedingungen — konzentrierte Chloridlésung — sind ahnlich wie bei Sa. 

Die Ergebnisse von Saal sind abzulehnen, weil zwischen py 6 und » 
in konzentrierten Salzlésungen die Flockungstemperatur des Myosins tibe: 
haupt nicht tiefer liegt als die des Myogens*. Die Ergebnisse von Ritch: 
und Hogan sind zu erganzen, weil es nicht darauf ankommt, wie groB de: 
Anteil der einzelnen MuskeleiweiBkérper am Extrakt, sondern am Gesamt 
muskel ist. AuBerdem aber enthalt der Muskel nicht ein, sondern zwei in 
ihren Eigenschaften sehr verschiedene Globulinfraktionen, deren Ante! 
am Muskel gesondert festgestellt werden muB. 


II. Zahl und Art der Muskeleiwei8kérper. 


Durch konzentrierte Salzlésungen z. B. 1,2 mol. KCl bei px ™ 8 wird 
die fibrillire Struktur des Muskels weitgehend aufgelést. Edsall sowie 
Muralt und Edsall fanden, daB ein solcher KCl-Extrakt ein Globulin 
enthalt, das bereits bei Verdiinnung auf 0,1 bis 0,05 mol. KCl bei pu ~ 7 
ausfallt und sich durch diese Eigentiimlichkeit von anderen Eiweil- 
kérpern — auch anderen Globulinen — abtrennen 14Bt. Die geringe 
Léslichkeit selbst bei optimaler Salzkonzentration (Gelatinierung 
zwischen | und 2%, EiweiB), Strémungsdoppelbrechung, Ganseffekt 
und hohe und anomale Viskositat der Lésungen dieses Globulins machen 
stabchenférmige Gestalt der EiweiBteilchen sehr wahrscheinlich. Dal} 
es sich hierbei um die EiweiBstabchen handelt, die in achsenparalleler 
Anordnung den doppelbrechenden Anteil der Muskelfibrille, ja vielleicht 
sogar ungeordnet auch noch ihren einfachbrechenden Abschnitt bilden. 
gewinnt an Sicherheit dadurch, daB sich aus solchen Edsall-Muraltschen 
Lésungen Kunstseidenfiden spinnen lassen. Diese besitzen die hohe 
ZerreiBfestigkeit (in lufttrockenem Zustande ~ 10 kg/qmm‘), die fiir 
achsenparallele Anordnung von Fadenmolekiilen bezeichnend ist. Solche 
Faden geben ferner réntgenoptisch dasselbe Faserdiagramm wie der 
lebende Muskel® und zeigen ebenso wie dieser nebeneinander Stabchen- 


und Kigendoppelbrechung solcher Art und solchen Betrages, wie sie fiir 


1 Ritchie u. Hogan, J. of the amer. chem. Soc. 1929. 

2 H. H. Weber, unveréffentlichte Versuche. 

3 A.a. O. 

4 H.H. Weber, unver6ffentlichte Versuche. 

5 Gundo Boehm u. H. H. Weber, Kolloidzeitschr. 61, 269, 1932, sowi 
unver6ffentlichte Versuche. 
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‘inen Faden zu erwarten sind, der ausschlieBlich aus der Substanz des 
doppelbrechenden Abschnittes besteht!. Infolgedessen ist es zweckmabig, 
diese EiweiBfraktion von Fadenmolekiilen als Myosin zu bezeichnen. 
Denn der Name Myosin ist durch v. Firth? fiir den Eiwei®kérper der 
Fibrillenstruktur eingebiirgert. Seine Eigenschaften waren allerdings 
bis zu den Arbeiten von Muralt und Edsall kaum bekannt. Die elek- 
trische Umladung des Myosins erfolgt in salzarmer Lésung (~ 0,01 mol.) 
bei etwa pu 5*. 

Wird der Muskel nicht nach Edsall extrahiert, sondern nach sorg- 
faltiger Durchspiilung aller GefaBe zerkleinert, so kann man unter 
einem Druck von etwa 60 Atm. ausschlieBlich den fliissigen Muskel- 
inhalt abpressen. Der PreBsaft enthalt etwa 20°, des Muskelstickstoffs. 
Von dem PreBsaft-N sind etwa 70°,” EiweiB-N, 30°, Rest-N4. Wird 
dieser PreBsaft dialysiert bis zu einer spezifischen Leitfaihigkeit von 
etwa x = 10-4, so fallen in den ersten Dialysetagen etwa 10°, des 
PreBsaft-N als EiweiBniederschlag aus. Dieser ausgefallene Anteil 
verhalt sich véllig anders als das Edsallsche Myosin und auch anders 
als das in Lésung bleibende Eiweib. 

Letzteres — das Fiirthsche Myogen hat kugelférmige Teilchen 
von einem Molekulargewicht von 810004, es zeigt infolgedessen keine 
Spur von Strémungsdoppelbrechung® sowie sehr niedrige und normale 
Viskositaét (7/7, in 1°%iger Lésung = 1,04 bis 1,06) und ist bei Ab- 
wesenheit von Salzen bei jedem py in sehr hoher Konzentration (iiber 
30 %)® léslich. Der isoelektrische Punkt liegt bei py 6,3. 

Der Dialyseniederschlag ist bei Zugabe von Salz bei py 7 bis 8 
teilweise léslich. Der geléste Anteil unterscheidet sich vom Myogen 
durch seinen Globulincharakter (breite Flockungszone um den iso- 
elektrischen Punkt auch in sehr verdiinnten Salzlésungen) und durch 
seine héhere Viskositat (in 1 °,iger Lésung 7/9 = 1,15 bis 1,26). Ferner 
unterscheidet sich der salzarme Niederschlag vom Myogen und dessen 
simtlichen Denaturierungsformen (Myogenfibrinen) mit ihrem iso- 
elektrischen Punkt von px = 6,3 in salzarmer Lésung? durch die Lage 
des isoelektrischen Punktes bei px 5,0°. 


Im Gegensatz zum Myosin sind aus dem Dialyseniederschlag bei 
pa 7,5inm/5 Salzlésung EiweiBlésungen von einer Konzentration iiber 5 °,, 


1 H. H. Weber, unver6ffentlichte Versuche. 

O. v. Firth, Ergebn. d. Physiol. 17, 363, 1919. 

H.H. Weber, diese Zeitschr. 158, 473, 1925. 

H. H. Weber-R. Stéver, a. a. O. 

H. H. Weber, Ber. ii. d. ges. Phys. u. Pharm. 61, 382, 1932. 
Derselbe, unver6ffentlichte Versuche. 

Derselbe, diese Zeitschr. 158, 443, 1925. 
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herzustellen!. AuBerdem fallt dieser bisher unbekannte EiweiBkérper 
wenigstens aus verdiinnten Extraktionslésungen — erst unterhal!, 
einer Salzkonzentration von 0,005 mol. aus (s. Kap. III). SchlieBlic 
zeigt er keine Spur von Strémungsdoppelbrechung, normale oder fas: 
normale Viskositét und ist auch nicht zu Faden verspinnbar. Wi: 
bezeichnen diese in ihrer Bedeutung unklare Eiwei8fraktion als Glo. 
bulin X-Fraktion. 

Es ist unwahrscheinlich, daB das Globulin X ein Umwandlungsprodukt 
des Myogens ist: Dagegen spricht die Lage des isoelektrischen Punkte- 
(s. oben) und die Salzléslichkeit bei ungefahr neutraler Reaktion; einma! 
ausgefallene Myogenfibrine sind zwischen py 6 und 7 nicht wieder auflésba: 

Es scheint auch kein Umwandlungsprodukt des Myosins zu_ sein 
Zwar nimmt die Str6émungsdoppelbrechung und die sehr hohe Viskositiit 
von Myosinlésungen im Laufe der Zeit ab, aber nie — selbst bei monat« 


langer Aufbewahrung und vielfacher Umfallung — bis zu dem niedrigen 7) 7, 


dieses NiederschlagseiweiBkérpers und zu vo6lligem Verschwinden jede1 
Spur von Str6émungsdoppelbrechung selbst in mehrprozentigen Lésungen ° 


Wird ein Teil eines Muskels sofort, ein Teil nach 24 Stunden extrahiert, 
so nimmt die Menge des extrahierbaren Myosins von 25 bis 30°, auf 3 bis 7 


Tabelle I. 





Extraktion 
nach 24 Std. Extraktion 
Aufbewahrung nach 24 Std. 
Extraktion mit dem Extraktion Aufbewahrung 
sofort gleichen sofort ohne 
Volumen Extraktions- 
Extraktions- lisung 
lisung 


10A 10B 19A 19B 


Pa der Extraktion. . Pu 8,5 pu 8,9 pu 9,1 
pu 6,9; 7 7 


ee ieee Pu 7; Pu 7; 
‘ Myosinfallung bei 0,04 mol. 0,09 mol. | 0,003mol. | 0,03 mol. 


| 

. . - Ds - | pu 6,4; on 6,4; Pu 5,5; pu 5,5; 
Globulin-X-Fallung bei) "5 mol, 10" mol. (0.015 mol. 0,015 mol. 
N-Ausbeute in °, . . 62 32,4 64 43 
Myosinin%.... 29 3 24 6,7 
Globulin-X in ®% .. 8.6 4,3 10 10 
Myogen in ®,.... 11,2 12,6 16 16,8 
Rest-N in ®, .... 13.2 12.5 11,8 11,6 


! So hochkonzentrierte Lésungen entstehen allerdings nur bei sehr 
groBem Uberschu8 an Bodenkérper, von dem zwei Drittel dabei ungelést 
bleiben. Dieser zunachst ungeléste Anteil ist viel schwerer l6éslich, sonst 
aber dem hochléslichen Anteil gleich oder sehr ahnlich. Es bleibt offen. 
wie weit der Léslichkeitsunterschied auf Denaturierung bei der Dialyse 
beruht. Jedenfalls kann von einer bestimmten und einheitlichen Léslichkeit 
der Gesamtfraktion vorlaufig nicht gesprochen werden. H.H. Weber. 
unver6ffentlichte Versuche. 

2? H. H. Weber, unveréffentlichte Versuche. 
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ab! (Tabelle 1), und die Menge des Myogens bleibt gleich. Wenn Globulin X 
im Muskel postmortal aus Myosin entstande — etwa unter der Wirkung 
irgendwelcher autolysierender Fermente -—— so sollte man erwarten, dab 
der Abnahme des Myosins eine Zunahme des extrahierbaren Globulin X 
entsprache. In Wirklichkeit bleibt die Menge an extrahierbarem Globulin X 
gleich oder nimmt sogar ebenfalls ab — wenn auch weniger als die des 
Myosins (Tabelle 1) —. Also ist auch eine autolytische Umwandlung des 
Myosins in Globulin X nicht wahrscheinlich. 

Betrachtet man statt der EiweiBmengenverhiltnisse gleicher Muskeln 
bei verschiedener Vorbehandlung die Mengenverhaltnisse verschiedener 
Muskeln bei gleicher Vorbehandlung, so ergibt sich ebenfalls Unabhangigkeit 
der Globulin X-Mengen von den Myosinmengen. Rote Muskeln enthalten 
ebensoviel Myosin wie weiBbe Muskeln, aber viel weniger Globulin X und 
Myogen (vgl. Kap. 5, Tabelle IV). 

SchlieBlich spricht gegen eine Entstehung des Globulin X aus Myosin 
folgender Befund: Wird zu einem Muskelbrei etwa ein Viertel des Volumens 
an 1,2 mol. KCI]-Lésung von py 8 sofort zugesetzt, so wird ein wenig Myosin 
gelést und geht in den PreBsaft itiber. Nach eintagiger Dialyse bei der 
spezifischen Leitfahigkeit 2 ™ 1.10-* fallt dieses Myosin vollstaéndig aus. 
Infolgedessen verrat der Niederschlag nach Auflésung in ungefahr 0,4 mol. 
KCl-Lésung bei einem EiweiBgehalt von 1,8°,, durch deutliche Strémungs- 
doppelbrechung eine Beimengung von Myosin. Wird ein Teil dieses Nieder- 
schlags ungelést in destilliertem Wasser 1 Tag bei 0° C weiter dialysiert 
und dann erst gelést, bleibt die Str6mungsdoppelbrechung in ihrem Betrage 
unverandert. Ebenso zeigt die Viskositat (in 1° iger Lésung 7/1 1,75), 
da®B das Myosin, das diesem Niederschlag beigemengt war, sich nicht wahrend 
der weiteren Dialyse in Globulin X verwandelt hat. Aus dem Prebsaft 
selbst aber fallt am zweiten Dialysetag bei 0°C — also nach genau der 
gleichen Vorgeschichte — ein typischer Globulin X-Niederschlag aus. 
Viskositaét dieses Globulin X in 1° ,iger Lésung 7/1 1,20; keine Spur 
von Strémungsdoppelbrechung, selbst in 6°,iger Lésung. 

Es diirfte also nicht unberechtigt sein, das Globulin X als eine 
EiweiBfraktion sui generis anzusehen, die bereits im lebenden Muskel 
vorgebildet ist. 


III. Die Léslichkeit des Muskels unter verschiedenen Extraktionsbedingungen. 


Werden die Hinterbeine eines Kaninchens mit 1'), bis 2 Liter 
Ringerlésung von der Aorta aus durchstrémt, so sind das Blut und seine 
EiweiBkérper entfernt, und die Muskelmasse enthalt auBer dem un- 
léslichen N der BindegewebseiweiBkérper nur noch Muskel-N. 

Eine einwandfreie Erkennung der einzelnen MuskeleiweiBkorper ist 
nur méglich, wenn sie vorher in Lésung gebracht sind. Eine méglichst 
ersch6pfende Extraktion des Muskelbreies ist Vorbedingung der Mengen- 
analyse. Tabelle I zeigt, daB Muskelbrei beim Stehen sehr schnell wenig 
léslich wird. Die Extraktion hat also méglichst bald nach dem Tode zu 


? Die schon von Sazl beobachtete Abnahme der Léslichkeit der Kiweib- 
kérper durch Totenstarre oder postmortale Aufbewahrung beruht also auf 
einem DenaturierungsprozeB des Myosins und nicht — wie Sazl meint 
des Myogens. 
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beginnen (1), bis 3/4, Stunden p.m.). Kleine Muskelmengen (10 bis 15 4 
werden in einem groBen Volumen Extraktionsfliissigkeit (etwa 120 cen 
auf einer Drehscheibe langsam rotiert, damit die fein verteilten Musk¢ 
teilchen méglichst bald von der Extraktionsfliissigkeit durchtrankt werde: 
So behandelter Muskelbrei lést sich in konzentrierten Salzl6sungen weit 
gehend auf. 


Die Léslichkeit nimmt von py 7 bis px 9,5 mit steigender Alkalitat 
zu, zwischen py 7 und 8 ist NH,Cl-Lésung der KCl-Lésung gleiche: 
Molaritat deutlich iiberlegen; diese Cherlegenheit verschwindet abe: 
bei pu 9 bis 9,5. Beide Salze lésen in der Konzentration 0,6 mol. ebensc 
gut wie in der Konzentration 1,2 mol. Die extrahierbare Stickstoffmeng« 


nimmt von 1,2mol. bis 2,4 mol. KCl vielleicht wieder etwas al 
(Tabelle IT). Soll die Reststickstoffmenge durch Kjeldahl mitbe 
stimmt werden, ist Extraktion mit KCl anzuwenden. 


Tabelle II. 





Versuch Extraktion . . ‘ Ausbeute 
Nr. Nr. Extraktionsmittel der Extraktion an Eiweil 


2A 1—7 1,2 mol. K Cl] 50 
B 1—7 12 , NH,Cl ; 58 
1—5 06 , KCl 
6—9 06 , KCl 
1—9 — 
1—5 0,6 mol. NH, Cl 
6—9 0.6 ., NH,Cl 
1—9 — 
BA 1—9 1,2 mol. K Cl 
B 1—9 06 , KC 
1A 1—10 12 ., KCl 
B 1—10 6 , KCl 
Cc 1—10 2, » KCl 
D 1—10 4, KCl 


Wird mit 0,6 mol. KCl bei pq 8,5 bis 9 bis zur Erschépfung des Myogens, 
Globulin X und Rest-N — d.h. fiinfmal — extrahiert und werden dann 
weiter drei bis fiinf Extraktionen des Restes bei py ™ 9,5 angeschlossen, so 
betraigt die Gesamtausbeute gegen 85°, des Gesamt-N des Muskelbreies. 
Hiervon erweisen sich nach Sulfosalicylsdurefallung der EiweiBk6érpe: 
etwa 12°, als Rest-N. Die Menge des EiweiB-N betragt also im Muske! 
etwa 88°, des Gesamt-N; die extrahierbare EiweiBmenge etwa 73°,. Die 
EiweiBausbeute betragt also 73/88 oder 83°, des im Muskelbrei vorhandenen 
EiweiB-N. Die angegebene Ausbeute diirfte etwa den oberen Grenzwert 
des extrahierbaren Muskel-N darstellen!, 


1 Sazl gibt zwar eine EiweiBausbeute seiner Extraktion von 90° 
des GesamteiweiBes an. Er hat aber Extrakt und Rest durch Filtration tibe: 
(Seiden ?) Tiicher getrennt. Mikroskopische Kontrolle zeigt, daB der Extrakt 
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1V. Bestiindigkeit, Trennung und Erkennung der einzelnen Muskeleiweib- 
kérper. 

Wird eine 0,1°,ige Myogenlésung von py 9 in 0.6 mol. KCI] gegen 
m 130 Phosphat von px 6,3 dialysiert, bis das Salz 0,03 bis 0,04 mol. und 
pu = 7 ist, so bleibt die Lésung vollig klar. Wird diese Lésung unter 
Ansiuerung auf py 5,5 auf das Sechsfache verdiinnt, so bleibt das 
Myogen weiterhin vollstandig klar gelést. Es tritt also in dem py- Bereich 
und bei den Salzkonzentrationen, die fiir Extraktion und Abtrennung 
der beiden Globuline in Frage kommen, weder Entionisierungsfallung 
noch Anionenfaillung! des Myogens ein?. Es ist also bei einer Auf- 
arbeitung der Extrakte restlos nach Abtrennung beider Globuline in 
der Lésung wiederzufinden. Myogen in der Konzentration, in der es 
in den Extraktionen vorkommt, verhalt sich trotz der besonderen 
Bedingungen der Extraktion in seiner Léslichkeit wie PreBsaftmyogen. 

Wird ein durch mehrfache Umfallung gereinigtes Myosin der ersten 
Extraktion auf px 9,8 in 0,5 mol. KCl gebracht, so betrigt die relative 
Viskositat 7/7, einer etwa ! ,°,igen Lésung bei sofortiger Neutralisation 
(auf pu6,7 durch Standardphosphat) 9,3, bei Neutralisation nach 
einem Tage 9,5, nach zwei Tagen 9,7. In gereinigter Myosinlésung 
findet also bei px 9,8 kein Teilchenabbau mit der Zeit statt. 

Auch im Muskelbrei tritt bei diesem px kein Teilchenabbau ein. 
Wird Myosin aus einer zehnten Extraktion von px 9,5 und 0,6 mol. KCl 
gefallt und auf px 7 gebracht, so zeigt die 0,5 °,ige Lésung dieses Myosins 
kraftige Str6mungsdoppelbrechung, gibt die 1 °,ige Lésung die typische* 
und zwar anomale relative Viskositét von etwa 10 (bei einem Druck 
von 15cm Wasser = 12,6, 58cm Wasser = 10,3 und 100 cm Wasser 

8,7) und wird bei einem px von 5 bis 5,1 elektrisch umgeladen. 
AuBerdem lassen sich aus dem Myosin dieses zehnten Extraktes Faden 


spinnen mit einer normalen ZerreiBfestigkeit von 12,8 kg qmm in luft- 
trockenem Zustande und normaler Eigen- und Stabchendoppelbrechung *. 


dann zahllose ungeléste Faserbruchstiickchen enthalt. Vor allem aber 
bleibt von dem unléslichen Rest im Laufe der zahlreichen Extraktionen 
eine nicht unbetrachtliche Menge des Muskelbreies in den Tiichern hangen 
und entgeht dadurch der Bestimmung als unléslicher Rest (Saal, a. a. O.). 
Saubere Trennung von Extrakt und Ungeléstem erfolgt durch eine Zentri- 
fugalkraft von etwa 3000fachem Betrage der Schwerkraft. 

1 H.H. Weber, diese Zeitschr. 158, 443, 1925: Rona-Weber, ebenda 
203, 429, 1928. 

* Bei der sechsten bis zehnten Extraktion nimmt das py zwar von 
9 auf 9,5 zu, aber in diesen Extraktionen ist Myogen nicht mehr vorhanden, 
da es bereits durch die ersten fiinf Extraktionen praktisch vollstandig 
ersch6pft ist. 

3 Muralt u. Edsall; Edsall, a. a. O. 

4 H. H. Weber, unver6éffentlichte Versuche. 
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Also bleiben auch im Muskelbrei bei einer [KCl] von 0,6 mol. und py 9.5 
alle charakteristischen Eigenschaften des Myosins bis zum Abschluii 
der Extraktionsperiode erhalten. 

Bis zur neunten Extraktion sind in diesem Falle 83°, des Muskel-\ 
aus dem Muskel herausgelést; nach der zehnten und letzten Extraktio) 
86°,. Also sind auch die letzten als Myosin extrahierten EiweiBmenges 
nicht nur in ihren Léslichkeitsbedingungen myosinahnlich, sondern vielmel 
typisches Myosin. 

Die Léslichkeit reinen, fiinffach umgefallten Kaninchenmyosin- 
bei pu 6,8 nimmt von einer KCl-Konzentration von 0,3 mol. bis 
zu einer KCl-Konzentration von 0,06 mol. von mehr als 300 mg 
N/Liter auf 10 bis 15 mg N/Liter ab!. Bei pxu6,8 ist also prak- 
tisch vollstandige Fallung des Myosins bei etwa 0,05 mol. KCl zu 
erwarten. 

Werden die Muskelextrakte von 0,6mol. KCl und py ™ 9 durc! 
Dialyse gegen sehr verdiinnte Phosphatpuffer auf px 6,8 bis 7 und 0,08 mol. 
KCl gebracht, so fallt ein reichlicher, typischer Myosinniederschlag aus. 
Wird dann weiter dialysiert bis [KCl] = 0,03 bis 0,04 mol., so fallen weitere 
geringe EiweiBmengen aus, deren Lésung deutliche Strémungsdoppel- 
brechung zeigt ; es handelt sich also um Myosinreste. Zwischen [KCI] = 0,03 
bis 0,04 mol. und 0,005 mol. fallt nichts aus. Unterhalb 0,005 mol. beginnt 
die Ausfallung des Globulin X (keine Str6mungsdoppelbrechung der Lésung 
des Niederschlags, in 1 °,iger Lésung 7/1) z. B. 1,25; isoelektrischer Punkt : 
Flockungsoptimum und elektrische Umladung bei py ™ 5). Das Myosin 
ist also bei pq 6,8 bis 7 bei einer [KCl] = 0,03 mol. restlos und doch véllig 
frei von Globulin X abzutrennen. 


Reines Globulin X ist in Lésungen von 0,01 bis 0,02 mol. Salz 
zwischen pu 4,7 und 5,8 praktisch vollstandig unléslich!. 


Wird ein myosinfreier Muskelextrakt von py 6,8 in 0,03 bis 0,04 mol. 
KCl durch Verdiinnung und Ansiéuerung auf py = 5,1 bis 5,4 und einen 
Salzgehalt von 0,016 mol. gebracht, so fallt etwa 50°, des noch vorhandenen 
EiweiBes aus; Entfernung des Salzrestes durch melrtagige Dialyse bringt 
dann nur noch Spuren (bis zu 1°, des EiweiBes) zum Flocken. Der iso 
elektrische Punkt bei einem py < 6 zeigt, da auch dieser Rest noch 
Globulin X enthalt. Seine Menge ist aber zu vernachlassigen. Globulin X 
ist also zuverlassig von Myogen zu trennen, indem der myosinfreie Extrakt 
auf py 5,4 in 0,01 bis 0,02 mol. Salz gebracht wird. 


V. Die Mengenverhiltnisse der Muskeleiwei8kérper und der Bau der roten 
und wei8en Muskelfaser. 


Wird aus dem gut durchgemischten Muskelbrei ein aliquoter Tei! 
auf N analysiert, so erhalt man die Gesamt-N-Menge in einem Gramm 
Muskelbrei: 26 bis 31 mg je nach der GréBe des Durchspiilungsédems 
und nach Alter des Kaninchens (s. Tabelle IV). Die Mengen der ein- 


1 H. H. Weber, unver6éffentlichte Versuche. 
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zelnen N-Fraktionen (Myosin-N, Myogen-N, Stroma usw.) werden in, 
Prozenten dieses Gesamt-N angegeben. 

In den ersten fiinf Extraktionen weiBer Kaninchenmuskeln sind 78 
in der sechsten bis achten oder sechsten bis zehnten Extraktion etwa 7 
des Gesamt-N enthalten, etwa 15°, sind als sogenanntes Stroma unldslic] 

Nach EnteiweiBung mit Sulfosalicylséure finden sich in den fiinf erste: 
Extraktionen etwa 13°, des Gesamt-N als Rest-N (s. Tabelle IV). In de) 
sechsten bis zehnten Extraktion findet sich kein Rest-N mehr. 

Werden die Muskelextrakte auf py < 6 und eine [KCl] von 0,01 bis 
0,02 mol. gebracht, so fallen Myosin und Globulin X aus (vgl. Kap. 4). An 
EiweiB-N bleibt in Lésung allein der Myogen-N. Dieser fehlt in der sechsten 
bis zehnten Extraktion (Sulfosalicylsiureprobe meist negativ) oder tritt 
nur in Spuren auf. Diese Spuren erreichen an Menge nur selten 1°, des 
Gesamt-N. 

Da in allen Extraktionen die Menge der beiden unter physiologischen 
Bedingungen einigermaBen léslichen EiweiBk6orper (Myogen und Globulin X ) 
annahernd gleich ist, diirfte der Gehalt an Globulin X in der sechsten 
bis zehnten Extraktion ebenso zu vernachlassigen sein wie der Myogen- 
gehalt. Deshalb wird der gesamte Stickstoff der sechsten bis zehnten Ex- 
traktion als Myosinstickstoff angesehen. Der hierdurch mégliche Fehle1 
der Myosinbestimmung diirfte 2°, des Gesamt-N unterschreiten. 

In der ersten bis fiinften Extraktion bleibt dagegen bei pu < 6 und 
0,01 bis 0,02 mol. KC] EiweiB-N in einer Menge von 19°, des Gesamt-N 
in Lésung (vgl. Tabelle III, Spalte G, Versuch 2 und 3, und Tabelle IV, 
Spalte J, Versuch 16 bis 19A). Also enthalt weiBer Kaninchenmuske! 
19 bis 20°, Myogen. 

Werden die Muskelextrakte auf py 6,8 bis 7 und 0,03 bis 0,04 mol. KC] 
gebracht, so fallt allein das Myosin aus. Seine Menge betragt 34°, 
(Tabelle III, Spalte F, Versuch 14 bis 15b, Tabelle TV). In Lésung bleiben 
auBer dem Reststickstoff Globulin X und Myogen. Ihre Summe in den 
ersten fiinf Extrakten betragt etwa 38°,, des Gesamt-N (vgl. Tabelle II. 
Spalte G, Versuch 14 und 15 und Tabelle IV, Spalte H + J, Versuch 16 
bis 19A), das ist doppelt soviel wie Myogen allein. Also enthalt die weibe 
Skelettmuskulatur des Kaninchens auch an Globulin X etwa 19°,. 

Wird der Gehalt der Muskulatur an den drei Eiwei8kérpern unmittel- 
bar festgestellt, indem in der ersten bis fiinften Extraktion zundachst das 
Myosin nach Fallung in 0,03 bis 0,04 mol. KCI bei px 6,8 bis 7, dann das 
Globulin X nach Fallung in 0,016 mol. Salz bei py 5,4 bis 5,1, schlieBlich 
das Myogen im Rest bestimmt wird, so ergeben sich fiir weiBe Muskulatur 
dieselben Mengenverhiltnisse wie oben (Tabelle IV). 

Eine andere Verteilung des EiweiBes auf die einzelnen Fraktionen 
wird dagegen beim Muskulus glutaeus minimus, semimembranosus. 
soleus, vastus lateralis usw., d.h. den roten Muskeln derselben Ka 
ninchen unter denselben Bedingungen der Aufarbeitung gefunden (vg! 
Tabelle IV). Die roten Muskeln enthalten an Myogen und Globulin \ 
insgesamt etwa 10°, des GesamteiweiBes weniger als die weiBen, dafii! 
an Extraktionsriickstand (Stroma) 10°, mehr. Trotzdem ist die Meng: 
des Myogens der des Globulin X gleich. Das unmittelbare Ergebni- 
der Mengenanalyse lautet demnach fiir weiBe und rote Muskulatu: 
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Die Werte fiir die léslichen N-Fraktionen (Rest-N, Myogen, Glo- 
bulin X) diirften endgiiltig sein, da sich diese Stoffe bereits wahrend 
der ersten fiinf oder sechs Extraktionen erschépfen, eine nennenswerte 
unbekannte Menge also nicht mehr im Stroma vorhanden sein kann. 
Dies gilt nicht fiir das Myosin (s. unten). 

Der Rest-N mag als Kristalloid mehr oder minder in allen mor- 
phologischen Muskelstrukturen verteilt sein. Von den Eiwei8kérpern 
gilt dies nicht. 

Das hochlésliche (> 30°) Myogen, das sich zu etwa ?, seiner 
Gesamtmenge aus dem Muskel rein mechanisch abpressen laBt, ist 
offenbar ein EiweiBkérper des fliissigen Sarkoplasmaanteils. Nimmt 
man an, da8 die Myogenkonzentration im Muskel ahnlich wie im PreB- 
saft 6 bis 7% betragt!, so wiirden etwa 50°, des Muskelvolumens an 
myogenhaltigem Sarkoplasma nétig sein, um die gesamte Myogen- 
menge (s. oben) unterzubringen. Das ist aber ein oberer Grenzwert. 
Denn der PreBsaft mag durch Odemwasser und durch Ultrafilterwirkung 
des zusammengepreBten Muskelbreies in seiner EiweiBkonzentration 
etwas verdiinnt sein. Dann wire im Muskel die Myogenkonzentration 
héher, der myogenerfiillte Raum kleiner als angegeben. 

Auch ein Teil der Globulin X-Fraktion ist im fliissigen Sarko- 
plasma gelést: Der PreBsaft des unbehandelten Kaninchenmuskels 
von px 5,9 bis 6,0 enthalt ebenso wie der PreBsaft des mit Monobrom- 
acetat durchspiilten Muskels von py 6,6 geléstes Globulin X in der 
Konzentration von 0,5 bis 1%. 

Ware alles Globulin X gelést, so miiBte die Konzentration 6 bis 
7% betragen wie die des Myogens, da die Gesamtmenge beider Proteine 
im Muskel gleich ist. Ob aber beim physiologischen py von 7,3 ein 
wesentlich gréBerer Teil des Globulin X gelést ist als im PreBsaft, 
ist zweifelhaft, da bei physiologischem Salzgehalt die Léslichkeit des 
Globulin X zwischen py 6,6 und 7,3 nicht sehr py-abhingig ist?. 
Mindestens ein Teil dieses EiweiBkérpers diirfte auch im lebenden 
Muskel als verhaltnismaBig lockeres, leicht lésliches Gel vorhanden sein. 


1 H.H. Weber u. R. Stéver, diese Zeitschr. 259, 269, 1933. 
2 H. H. Weber, unveréffentlichte Versuche. 
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Dieses Gel diirfte ebenso wie der fliissige Anteil der Globulir 
X-Fraktion dem Sarkoplasma angehéren, da Globulin X nicht au- 
Fadenmolekiilen besteht. DaB Myogen- und Globulin X-Mengen i: 
roter und weiBer Muskulatur untereinander gleich sind, obwohl ihr 
absolute Menge in beiden Muskelarten verschieden ist, laBt vermuten 
daB beide aus demselben Teil des Sarkoplasma herstammen. 

DaB ihre absolute Menge in den roten Muskeln kleiner ist als in 
den weiBen, beruht offenbar darauf, daB der rote Muskel wenige: 
fliissiges und leicht lésliches Sarkoplasma enthalt als der weiBe. (Das 
Mengenverhaltnis an schwer léslichem derbem Sarkoplasma mag sich 
umgekehrt verhalten, s. unten.) 

Die extrahierbare und identifizierbare Myosinmenge von etwa 40 ° , 
des GesamteiweiBes ist ein Mindestwert der Gesamtmenge an Myosin 
denn dieser EiweiBkérper erschépft sich nicht vollstandig im Laufe 
der Extraktion (s. Kap. IV, zehnte Extraktion). Der Riickstand kann 
also noch schwer léslich gewordenes Myosin enthalten. 

Tatsachlich enthalt der Muskelrest noch Myosin. Die extrahierten 
Muskelfasern zeigen neben Querstreifung oft noch Reste von Doppel- 
brechung. Wird daraufhin der ganze Extraktionsriickstand, soweit er 
nicht Bindegewebe ist (schiétzungsweise ein Fiinftel des Volumens nach 
van Gieson-Farbung), als Myosin angesehen, so sind zur extrahierbaren 
Myosinmenge beim weiBen Muskel etwa 13°, beim roten Muskel etwa 
22°, an unléslichem Myosin hinzuzuzihlen. Man wiirde dann als 
héchsten méglichen Wert der Myosinmenge beim weiBen Muskel 50 
bis 55%, beim roten 60 bis 65°, des GesamteiweiBes erhalten.  Fiir 
das Sarkoplasma bleiben dann beim roten Muskel 34°, beim weiBen 
Muskel 44% iibrig. Infolgedessen wire man zu der Annahme gendtigt, 
daB der rote Muskel nur drei Viertel der EiweiBmenge im Sarkoplasma 
-enthielte wie der weiBe Muskel. 

Wahrscheinlich ist aber die nichtextrahierbare Myosinmenge klein. 
Denn die Ausbeute an Myosin nimmt von der ersten bis zur achten Extrak- 
tion von etwa 30°, auf durchschnittlich etwa 1°, ab, auch ist die Doppel- 
brechung des Riickstandes immer sehr schwach und fehlt haufig ganz 
(negative Doppelbrechung tritt nie auf). SchlieBlich besteht keine Be 
ziehung zwischen der extrahierbaren Myosinmenge und der Menge des 
Extraktionsriickstandes. Die Menge des extrahierbaren Myosins ist bei 
roten und weiBen Muskeln gleich, die Menge des Extraktionsriickstandes 
bei roten Muskeln 1,6mal so groB wie bei weiBen. Will man den Extraktions 
riickstand zu einem wesentlichen Teil als Myosin ansehen, so ist man zu 
der unbewiesenen Annahme genotigt, daB das Myosin roter Muskeln 
schneller und vollstandiger unléslich wird als das der weiBen. Es ist wenige! 
gezwungen anzunehmen, da’ die Hauptmasse des Extraktionsriickstandes 
nicht aus Myosin besteht, sondern aus einem noch unbekannten unléslichen 
Eiwei®Bkérper. Wahrscheinlich ist also die Gesamtmenge des Myosins nui 
sehr wenig héher als die extrahierte Menge und betragt fiir weibe wie fii 
rote Muskeln wenig iiber 40°, des GesamteiweiBes. 
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Von dem unbekannten, vermutlich extrafibrilliren Protein muB 
dann der rote Muskel mit seinen 27 %, Extraktionsriickstand etwa 10°, 
des GesamteiweiBes mehr enthalten als der weiBe Muskel mit einem 
tiickstand von nur 17 °%,. Der rote Muskel scheint also an unléslichem 
und derbem Sarkoplasma ebensoviel mehr zu enthalten gegeniiber dem 
weiBen Muskel, wie er an fliissigem und leichtléslichem Sarkoplasma 
weniger enthalt. Durch solche Verschiedenheit der Sarkoplasmastruktur, 
nicht Sarkoplasmamenge kénnte der Unterschied im mikroskopischen 
Bilde roter und weiBer Muskelfasern erklart werden, der zu der Ansicht 
gefiihrt hat, rote Muskeln seien sarkoplasmareicher als weibe. Tat- 
sichlich soll der Anteil des Sarkoplasmavolumens am Faservolumen 
bei roten und weiBen Muskeln nach Schiefferdeckers mikrometrischen 
Messungen gleich sein?. 

Die Fadenmolekiile des Myosins sind zweifellos der Baustoff des 
doppelbrechenden Fibrillenanteils (vgl. Kap. II). Ob auch der einfach- 
brechende Abschnitt aus solchen Fadenmolekiilen besteht, ist unbekannt. 


Die gesicherte Myosinmenge von etwa 40°, des Gesamteiweibes 
wirde geniigen, um eine Fibrillenmasse von etwa 40°, der Muskel- 


fasermasse ganz — auch in den einfachbrechenden Abschnitten — auf- 
zubauen ®. 


Schiefferdecker gibt auf Grund mikrometrischer Messungen an, daB 
bei roten wie weiBen Kaninchenmuskeln das Fibrillenvolumen nur 13 bis 
20°, des Faservolumens ausmacht. Seine MeBergebnisse sind also offenbar 
zu niedrig. 

Beim musculus cutaneus pectoris des Frosches ergibt die genaue Analyse 
der Staébchendoppelbrechung, da®& der doppelbrechende Fibrillenanteil als 
Wienerscher Mischkoérper etwa ein Drittel des Faservolumens einnimmt °. 
Wenn das Volumen der doppelbrechenden Abschnitte im Kaninchen- 
muskel ebenso gro sein sollte, wiirden drei Viertel des gefundenen Myosins 
allein zum Aufbau dieser Fibrillenabschnitte gebraucht. 

Die Myosinmenge reicht offenbar in jedem Falle fiir die Annahme 
aus, die doppelbrechenden Abschnitte bestainden ausschlieBlich aus 

° . -—- + ° ° 
geordneten Myosinteilchen. Wie groB der Uberschu8 ist, aus dem die 
einfachbrechenden Fibrillenabschnitte ganz oder teilweise bestehen 


1 Schiefferdecker, Sitzungsber. d. Niederrhein. Ges. f. Natur- u. Heilkde. 
1903; vgl. auch Haggquist in Handb. d. mikr. Anatomie d. Menschen 2, 
3. Teil, 164, 1931. J. Springer, Berlin. 

2 Es erscheint nur dann erlaubt, den Mengenanteil des Myosins an der 
GesamteiweiBmenge dem Volumenanteil der Myosinstrukturen am Gesamt- 
faservolumen gleichzusetzen, wenn die Eiweibkonzentration der Myosin- 
strukturen ebenso groB ist wie die der iibrigen Fasermasse. Quellungs- 
versuche an Faden aus reinem Myosin zeigen, da das weitgehend der Fall 
ist. H. H. Weber, erscheint demnachst in Pfliigers Arch. 

3 H.H. Weber u. D. Noll, erscheint demnachst in Pfliigers Arch. 
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kénnten, ist erst zu entscheiden, wenn die morphologische Analyse de 
Kaninchenmuskels ebenso weit geférdert ist wie die Analyse der Eiweil 
mengen. 

VI. Zusammenfassung. 

1. Wird Kaninchenmuskel bei weniger als 10°C gut durchspiilt 
fein zerkleinert und in geeigneter Weise mit 0,6 mol. K Cl-Lésung fiinfma! 
bei pu 8 bis 9, anschlieBend drei- bis fiinfmal bei py 9,5 extrahiert, sv 
gehen etwa 85°, des Gesamt-N beim weiBen Muskel, 75°, beim rote 
Muskel in Lésung. Diese Mengen steigen nicht, wenn die KCl-Konzen- 
tration erhéht oder das KCl durch NH,Cl ersetzt wird. Zwischen 
pu 7 und 8 ist die Ausbeute in KCl-Lésungen niedriger, in aquimole- 
kularen NH,Cl-Lésungen ungefahr dieselbe wie zwischen px 8 und 9,5 

2. Aus solchen Lésungen sind drei EiweiBfraktionen zu gewinnen : 
Myosin, Myogen und Globulin X. Wird das fliissige Muskelplasma 
rein mechanisch abgepreBt, so sind nur zwei EiweiBfraktionen zu ge- 
winnen: Myogen und Globulin X. 

3. Myogen und Globulin X aus den angegebenen Salzextrakten 
haben dieselben Eigenschaften wie aus PreBsaft. Myosin aus Salz- 
extrakten zwischen py 8 und 9,5 verhalt sich ebenso wie Edsallsches 
Myosin, das zwischen py 7 und 8 extrahiert ist. Die Eigenschaften der 
EiweiBkérper sind also unter den Arbeitsbedingungen bestandig, dic 
EiweiBk6rper an ihren Eigenschaften einwandfrei zu erkennen. 

4. Die EiweiBkérper werden getrennt auf Grund ihrer verschiedenen 
Léslichkeit: Myosin fallt vollstandig aus bei pu ~ 7 und 0,03 bis 
0,04 mol. KCl, die Flockung des Globulin X beginnt bei px 7 erst bei 
0,005 mol. KCl; Globulin X fallt vollstandig aus bei pu < 6 (5,5 bis 5,1) 
und 0,016 mol. KCl-Acetat. Myogen bleibt unter beiden Bedingungen 
_Vollstandig in Lésung. 


5. Die einzelnen EiweiBkérper werden nach ihrer Abtrennung 
erkannt an den Verschiedenheiten ihrer isoelektrischen Punkte, ihrer 
Viskositaét in 1°%iger Lésung, ihrer Strémungsdoppelbrechung und 
ihrer Fahigkeit, charakteristische Spinnfaden zu geben. 


6. Myosin, das extrahiert wird, nachdem bereits 83°, des Stick- 
stoffes vorher extrahiert waren, zeigt typische Strémungsdoppel- 
brechung und Viskositaét und ist zu Faden normaler Eigen- und Stabchen- 
doppelbrechung verspinnbar. Selbst die letzten Spuren des Eiweibes, 
das als Myosin abgetrennt wird, sind also wirkliches Myosin. 

7. Alle drei Eiwei8kérper sind offenbar im lebenden Muskel vor- 
gebildet (vgl. Kap. I). 

8. Der Rest-N betragt bei weiBen und roten Muskeln 12 bis 13°, 
des Gesamt-N. Das EiweiB besteht bei weiBen Muskeln zu 22% aus 
Myogen, ebensoviel Globulin X, zu etwa 40°, aus Myosin und etwa 
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17° aus Stroma; bei roten Muskeln zu 17°, aus Myogen, 17°, Glo- 
bulin X, etwa 40°, Myosin und 27°, Stroma. 

9. Myogen und ein Teil des Globulin X sind im Muskel gelést und 
also die EiweiBkérper des fliissigen Sarkoplasmaanteils: die Myogen- 
konzentration dort betragt etwa 7°, oder mehr, die Konzentration 
an geléstem Globulin X ist fiir das Sarkoplasma des lebenden Muskels 
noch nicht genau anzugeben, da ein unbekannter Teil des Globulin X 
als leicht lésliches, lockeres Gel vorliegen diirfte. Die Gesamtmenge 
an fliissigem und leicht léslichem Sarkoplasma betragt beim roten 
Muskel nur ™,, der gleichartigen Sarkoplasmamenge des weiben 
Muskels. 

10. Das Stroma enthailt mit Sicherheit kein Globulin X oder 
Myogen mehr, wahrscheinlich auch nur noch sehr wenig Myosin. Es 
besteht also anscheinend aus einem noch unbekannten EiweiBkérper, 
dessen Teilchen nicht geordnet gelagert sind: Doppelbrechung fehlt 
meist oder ist héchstens noch in Spuren positiver Doppelbrechung vor- 
handen. Wird das StromaeiweiB als extrafibrillare Struktur angesehen, 
so enthalt der rote Muskel an unléslichem strukturiertem Sarkoplasma 
ebensoviel mehr, wie er an fliissigem und leichtléslichem Sarkoplasma 
weniger enthalt als der weiBe. Hieraus mag sich das verschiedene 
mikroskopische Bild der beiden Faserarten erklaren. 


11. Ob aus der vorhandenen Myosinmenge auBer den doppel- 
brechenden Fibrillenabschnitten, die wohl sicher aus Myosin bestehen, 
auch die einfachbrechenden Abschnitte ganz oder teilweise aufgebaut 
werden kénnen, kann erst entschieden werden, wenn die Volumen- 
verhaltnisse der Faserstrukturen ebensoweit geklart sind wie die Mengen 
verhaltnisse der EiweiBkérper, die diese Strukturen aufbauen. 


Methodischer Anhang. 


Ausspiilung. Bei der Durchspiilung werden Kaniilen mit mdglichst 
groBer Offnungslichtung (27 ~ 2mm) und ein hydrostatischer Druck von 
1.2 m angewendet, um 2 Liter Ringerlésung in nur 15 bis 20 Minuten 
durch die hinteren Extremitaéten durchleiten zu kénnen. Temperatur der 
Ringerlésung ™ 4° C. 

Muskelbrei. Die Muskelstiicke werden von gréberen Fascien, Nerven 
und Fett befreit und zweimal durch die Maschine gegeben. 

Extraktion. Etwa 12 g Muskeln werden in 120 ccm Extraktionslésung 
in einem luftblasenfrei gefiillten, verschlossenen Zentrifugenglas langsam 
rotiert. Gummistiicke, die beim Rotieren vom Boden zum Deckel des 
Zentrifugenglases und zuriick fallen, sorgen fiir vOllig gleichmaBige Sus- 
pension der Muskelpartikel. Die Abtrennung des jeweils Ungelésten erfolgt 
durch Zentrifugieren in demselben Glas, so da Materialverluste aus- 
geschlossen sind. Dauer der Extraktionsperiode: fiir die ersten vier Extrakte 
je 1'/, Stunde, den fiinften bis achten Extrakt linger. SchluB der Extraktion 
etwa 50 Stunden p.m. 
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Die Exiraktionslésung : 

a) fiir die erste bis fiinfte Extraktion 0,6 mol. KCl in m/25 NaHCO 
m/100 Na,CO,, px 9 bis 9,1 (U-Elektrode). 

b) fiir die folgenden Extraktionen 0,6 mol. KCl in m/25 NaHCO 
m/25 Na,CO,, pu etwa 9,8 (U’-Elektrode). Die gemessenen px sind vie 
saurer, als den normalen Dissoziationskonstanten der Kohlensaéure ent 
spricht, weil diese Konstanten sich offenbar durch die Aktivitat der 0,6 mo! 
KCl-Lésungen stark erhéhen. 

Die Aufarbeitung. AuBer bei Versuchen iiber EiweiBgehalt und Zu 
sammensetzung einzelner Extraktionen wird die erste bis fiinfte Extraktion, 
vereinigt und ebenso die sechste bis achte bzw. sechste bis zehnte. Von 
den gesammelten Mengen werden aliquote Teile verarbeitet. Die Ein- 
stellung fiir die Myosinfallung erfolgt durch Dialyse in jedesmal frisc} 
hergestellten verschlossenen Kollodiumhiilsen mit Glasrand gegen m/130) 
Phosphatpuffer von py 6,3. Die Einstellung fiir die Globulin X-Fallung 
durch Verdiinnung mit passender Menge m/90 Acetatpuffer von py 5,0. 

Die Mengenbestimmung der Einzelfraktionen erfolgt durch Makro- 
bzw. Mikro-Ajeldahl. In den Versuchen mit NH,Cl wurde das Gesamt 
eiweiB nach Sulfosalicylsiurefallung gewaschen, bis das Waschwasse1 
negativ gegen Nesslers Reagens war. 

Die Erkennung der EiweiBkérper. Die Beobachtung der Str6émungs 
doppelbrechung erfolgt nach Freundlich-Zocher’ makroskopisch. Die 
Viskositatsbestimmung im Ostwald-Viskosimeter bei 25° C, die Umrechnung 
der MeBergebnisse auf eine EiweiBkonzentration von 1°, durch die fii 
alle MuskeleiweiBk6érper giiltige Arrhenius-Formel log 7/% =a.c. Der 
Umladungspunkt wird durch mikroskopische Kataphorese nach Michaelis * 
bestimmt. Spinnfaiden werden in friiher beschriebener Weise*® hergestellt. 
Wie die bisher iibliche Analyse der Eigen- und Stabchendoppelbrechung 
ausgebaut ist, wird demnachst beschrieben‘. 


1 H. Freundlich, I. V.Tamchyna u. H. Zocher, Zeitschr. f. wissen- 
schaftl. Photographie 29, 102, 1930. 

2 L. Michaelis, Praktikum d. physik. Chem. Berlin, Julius Springer, 
1922. 

3G. Boehm u. H. H. Weber, Kolloidzeitschr. 61, 269, 1932. 

4 H. H. Weber u. D. Noll, erscheint in Pfliigers Arch. 
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Untersuchungen an Eiweibsystemen. LI. 


Von 


H. H. Weber. 


Die Gefriergeschwindigkeit und Teilchengestalt 
in Eiweiblésungen. 
Von 
Car! Piillen. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Westfalischen Wilhelmsuniversitat 
zu Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 28. August 1935.) 


1. Einleitung. 


Freundlich und Oppenheimer haben in zahlreichen Fallen bei wasse- 
rigen kolloiden Lésungen folgende RegelmaBigkeit gefunden: Wird 
ein U-Rohr, das mit einem Sol gefiillt ist, unterkiihlt und dann mit 
einem Eiskristall geimpft, so hangt die Geschwindigkeit, mit der die 
Eisbildung sich durch das Rohr fortpflanzt, von der Gestalt der Kolloid- 
teilchen ab. Langliche Teilchen erhéhen, kugelige vermindern die Ge- 
schwindigkeit gegeniiber der des reinen Wassers?. 

Diese Regel ist gefunden an etwa 20 anorganischen Solen und 
Farbstoffsolen. Ob sie auch bei EiweiBk6rpern gilt, war bisher nicht 
bekannt. Im Rahmen der augenblicklichen Erérterungen iiber Form 
und Deformierbarkeit der EiweiBteilchen? besteht ein Bediirfnis, eine 
Methode zu besitzen, die es erlaubt, iiber die Teilchenform etwas aus- 
zusagen, ohne daB die Teilchen deformierenden, mechanischen Ein- 
fliissen ausgesetzt sind. Die bewahrten Methoden der Formanalyse — 
Viskositatsbestimmung und Bestimmung der  Strémungsdoppel- 
brechung — lassen Deformierungseffekte durch das Strémungsgefalle 


1 Freundlich u. Oppenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 143, 
1925; Oppenheimer, Dissertation Philos. Fakultaét. Berlin 1928. 

2 Vgl. Kuhn, Kolloidzeitschr. 62, 269, 1930; Haller, ebenda 61, 26, 
1930. 
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wenigstens theoretisch nicht ausgeschlossen erscheinen. Bei der ( 
friermethode wiirde dieser Einwand wegfallen. Es wird also gepriift 
wie geléste EiweiBkérper bekannter Teilchengestalt auf die Fort 
pflanzungsgeschwindigkeit der Eisfront in einem unterkiihlten U-Roh: 


einwirken. 


Die Geschwindigkeit, mit der die Eisfront fortschreitet, erlaubt kein: 
unmittelbaren Schliisse auf die Kristallisationsgeschwindigkeit des im s« 
vorhandenen Wassers. Das auf —3 bis — 10°C unterkiihlte Sol wird 
naimlich bereits durch wenige Prozent der totalen Gefrierwairme auf den 
Schmelzpunkt erwarmt, so daB immer nur wenige Prozent des Rohrque: 
schnittes gefrieren. Unterschiede in der Fortpflanzungsgeschwindigkeit 
des Gefrierprozesses beruhen also nicht darauf, daB in der Zeiteinheit 
das eine Mal mehr, das andere Mal weniger Wasser gefriert — also auf Unter 
schieden in der Kristallisationsgeschwindigkeit —, sondern darauf, dali |; 
nach der Form der Eiskristalle die Weiterleitung des Gefrierprozesses ver 
schieden leicht aus dem bereits unvollstandig gefrorenen in den nachsten 
noch unterkiihlten Querschnitt erfolgt ?. 

Infolgedessen wird im folgenden der Ausdruck Gefriergeschwindigkeit 
gebraucht und nicht Kristallisationsgeschwindigkeit, werden die Ergebnis-« 
als Zeiten angegeben, in denen sich die Eisbildung tiber eine bestimmte 
Rohrlange fortgepflanzt hat, und nicht in Kubikzentimeter des Sols, das 
in einer bestimmten Zeit gefroren ist. 


II. Versuchsanordnung. 


Die Untersuchungen fanden im Kaltethermostaten in engerAnlehnung 
an Freundlich und Oppenheimer? statt. Im Kaltemantel befindet sich ein 
ThermostatengefaB, das 18 bis 20 Liter einer 20° igen Na Cl-Lésung enthalt. 
Das Gefai® wird beheizt durch einen elektrischen Tauchsieder, dessen 
Heizkraft durch ein Relais von einem Toluolquecksilberregulator* reguliert 
wird. An dem ToluolgefaB ist ein Fiilltrichter mit Hahn nach Oppenheimer 
angebracht, um eine miihelose Einstellung auf jede gewiinschte Temperatur 
zu erméglichen. Der Ausschlag der Quecksilberkuppe bei einer Tem 
‘peraturanderung von 0,01° betragt 3mm. Die Empfindlichkeit solcher 
Regulatoren ist infolge ihrer Tragheit nur dann annaéhernd ausnutzbar. 
wenn sich die Temperatur des Thermostaten sehr langsam andert. Be: 
kleinen Thermostaten kann dieses erreicht werden, indem der Regulato: 
den Heizstrom nicht 6ffnet und schlieBt, sondern nur so weit verstarkt 
und abschwacht, da8 bei offenem Relaisstrom die Temperatur eben ganz 
langsam ansteigt, bei geschlossenem Relaisstrom ganz langsam absinkt. 

Im ersten Falle geht der Heizstrom iiber einen kleinen Regulierwide1 
stand, im anderen iiber einen gr6Beren Regulierwiderstand. 


1 Fiir diese Deutung spricht die Beobachtung, daB bei maBiger Unter 
kiihlung der GefrierprozeB durch Stauung der Gefrierwarme stecken bleiben 
kann; wenn die gestaute Warme abgeflossen ist, schnellt er mit einem Ruck 
vor und bleibt wieder stecken, vgl. auch Oppenheimer, 1. c. 

2 Vgl. Dissertation Freundlich, 1. c. 

8 Siehe Ostwald-Luther, Physiko-Chem. Messungen, IV. Aufl., 8. 12s. 
Leipzig, Akadem. Verlagsges. m. b. H. 
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Die absolute GréBe der beiden Widerstande wird nach den thermischen 
Bedingungen (Temperatur des Kaltemantels usw.) jeweils passend ein- 
gestellt. Temperaturschwankungen durch Einsetzen eines zimmerwarmen 
U-Rohres werden durch Vorkiihlen des U-Rohres auf 0° C klein gehalten. 
So besitzt der Thermostat eine Temperaturkonstanz von 001°C gegen- 
iiber von +- 0,05° in der Anordnung von Freundlich und Oppenheimer. 

Die Messung selbst fand in sorgfaltigst gereinigten (Chromschwefel- 
siure, destilliertes Wasser, Dampf) und bis zum Moment der Impfung sorg- 
faltig verschlossenen U-Rohren (Innendurchmesser 5mm, AuBendurch- 
messer 7mm, MeBlange 55em) statt. Die Impfung erfolgte mit einer 
geeigneten Impfpipette automatisch genau an einer bestimmten Marke am 
Rohranfang. Der Augenblick der Ankunft der Eisfront am anderen Rohr- 
ende wurde als Thermometerausschlag infolge der Gefrierwarme abgelesen. 
Verwandt wurde ein Kapillarthermometer mit einem Temperaturbereich 
von 0 bis — 9°, so daB ein Ausschlag von !/4,° miihelos zu erkennen war. 
Die Ausschlagsgeschwindigkeit betragt 3° in 1 Sekunde, so dali die Ablese- 
genauigkeit !/,, Sekunde betragt. So gemessen erweist sich die Cefrier- 
geschwindigkeit elektrolytfreier Kolloidlésungen auf weniger als 0,55 
genau reproduzierbar, in elektrolythaltigen auf weniger als 2,2°,. Infolge 
der Vorkiihlung des U-Rohres geniigten Unterkiihlungszeiten von 2 Minuten 
aufwarts, angewandt wurden solche von 3 und 5 Minuten zur vollstandigen 
Unterkiihlung. Kurze Unterkiihlungszeiten und vollig erschiitterungsfreie 
Befestigung des U-Rohres sind nétig, um ein Spontangefrieren zu ver- 
meiden, das bei Eiwei®Blésungen besonders leicht eintritt. 


III. Eiwei8kérper mit kugeligen Teilehen. 

Serumalbumin, Ovoalbumin und Myogen! kénnen auf Grund ihrer 
sehr hohen Léslichkeit, niedriger und normaler Viskositaét und fehlender 
Strémungsdoppelbrechung als ungeféhr kugelf6rmig angesehen werden. 
Bei Ovoalbumin ist die Kugelgestalt auBerdem mit der sehr empfindlichen 
Methode der Ultrazentrifuge gesichert?, bei Myogen durch die Cber- 
einstimmung des Hinsteinschen Viskositaétsvolumen mit dem van der 
Waalsschen Kovolumen wahrscheinlich gemacht worden. 


Eine 0,05°,ige Olemulsion hemmt die Gefriergeschwindigkeit um 
beinahe 200°%,, ein 0,05 °%,iges Kieselsiuresol um etwa 20°,%.  EiweiB- 
sole mit kugeligen Teilchen bremsen in einer Konzentration von der 
GréBenordnung 0,2 °,, bis 0,02 °,, dagegen nur um ungefahr 10 bis 15°, 
(vgl. Tabelle I bis III). Bestimmungen bei wesentlich héheren Konzen- 


1 Die Darstellung des Myogens und des Prebsatftes erfolgte nach H. H. 
Weber-Stéver (diese Zeitschr. 259, 269, 1933). Die Albumine wurden in 
Hb-freien Pferdeserum bzw. einer 30° igen Lésung kauflichen Albumen ex 
ovibus durch Halbsattigung mit (NH,),.8O, und Filtration von den Globu- 
linen befreit. Die Ovoalbuminl6sung wurde dann noch einmal auf ® y) Satti- 
gung, die Serumalbuminlésung nach vorheriger Dialyse noch einmal aut 
Halbsattigung gebracht. SchlieBlich die Filtrate dialysiert und elektro- 
dialysiert. 

2 Svedberg, Kolloidzeitschr. 51, 10, 1930. 

3 Vgl. Oppenheimer, |. c. 
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trationen sind nicht durchfiihrbar, da die Lésungen schon vor « 
Impfung spontan gefrieren, mit fallender Konzentration wird di 
Gefrierhemmung kleiner und verschwindet bei einer Konzentratio; 
von der GréBenordnung 0,005 bis 0,001°,. Diese Konzentration- 
abhangigkeit ist fiir die untersuchten Proteinlésungen, Serumalbumin, 
Ovoalbumin, Myogen und MuskelpreBsaft gleich. Das Serumalbumi: 
scheint insofern eine Sonderstellung einzunehmen, als auch bei héhere; 
Konzentrationen (0,1°, vgl. Tabelle la und Ib) die Bremsung de: 
Gefriergeschwindigkeit auszubleiben scheint. Da ein systematische: 
Versuchsfehler nicht erkennbar ist, ware es denkbar, daB die Tatsach: 
auf der leichten Asymmetrie der Serumalbuminteilchen beruht!. 


Der Bremseffekt ist von der Unterkiihlung zwischen — 6 und 
— 4° bei allen untersuchten Proteinen unabhangig, ebenso ist er gleich, 
in Wasser und in einer 0,36 mol. KCl-Lésung (vgl. Tabelle Ic und Id 
IIb und IIe, Ia). Bei Salzgegenwart wird immer die Anderung de1 
Gefriergeschwindigkeit auf die einer 4quimolaren Salzlésung, nicht auf 
die reinen Wassers bezogen. SchlieBlich ist auch keine Wirkung durch 
pu-Anderungen von 4,9 bis 9,4 festzustellen. 


Tabelle Ia bis Ile. 





Durchschnitt- 
liche Bremsung Maximale 
Konzen- gegen den Differenz 
tration Lehrwert der Einzel- 
+ doppelter versuche 
mittlerer Fehler 
des Resultates 


Anzahl 
der 
er- 

suche 


Untersuchtes 
Tageswerte Eiweif 
und Anmerkunger 


Tabelle la. 


0.1 0.0 + 04 1,3 ( Serumalbumin 
0,05 0.0 ~ 0. 0,5 : Pa = 7,2 

0,01 7.1 + 0 0.6 x 107 

0.005 6.1 + 0. ; i 

0,001 6.0 + 0, 

0,0001 0,0 + 0, 


Se ONS 
Sand 


Serumalbumin I] 
Py — 5,1 
9.7— 04 x 9.10-' 
fir 0.01% 


Serumalb. 


01 
0.05 
0,01 
0.005 
0.001 


-f- }- 


Or eroror 


~ 


Serumalbumin I] 


| 304098 Pa= 5A 
18,0 + 0,38 e930" 


—61 0,01 20,0 + 0, 
—53 0,01 17,0 + 0, 
—4,7 0,01 15,0 + 0, 
—43 0,01 20,1 ; 


é 


1 Svedberg, Kolloidzeitschr. 51, 1, 1930. 
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Tabelle Ta bis Ife (Fortsetzung). 





mpe- 
ratur 


Konzen- 
tration 


O01 
0.01 
0.01 


0.95 
0.05 
0.05 
0.95 


0,01 
0,01 
O04 
0,04 


0,53 
0.2 
0.01 
0.005 
0,091 


0.01 
0.01 
0,01 


0,01 
0.01 
0.01 
0,01 


04 
0.4 


Durchsehnitt- 
liche Bremsung 
gegen den 
Lehrwert 
doppelter 
mittlerer Fehler 
des Resultates 


Maximale 
Ditferenz 
der Einzel- 
versuche 


) 


Anzahl 
der 
er- 

suche 


Tageswerte 


Tabelle Id. 


11.9 + 0.4 OS 
10.2 — 0.3 0.6 
10.0 — 02 0.8 


106 + 


Tabelle 


5+ 0,9 2.2 
92 1 0.7 .C 

8+ 08 
+ 0,6 


| 9.1 rid 0.35 


5 | 


Tabelle If. 


1.8 
0.6 
O03 
1,2 


Tabelle 


0.4 
0.6 
1,5 
1.6 
0.6 


5 
5 
5 


re) 


Ila. 


19.1 + 0.5 
far 0,91 ° 
Ovyvalbumin 


Tabelle IIb. 


2.9 
1.6 
0,2 


Tabelle 


0.3 
0.9 
1.0 
1.8 


Tabelle 


1.5 
0.6 
1.1 
04 


Illa. 


Tabelle IIIb. 


F 


Untersuchtes 
Eiweily 
und Anmerkungen 


Serumalbumin II 
Pu _ 5.1 
x 9 .10°6 


Serumalbumin Il 


Pu 2.1 
x 9.i0°° 


Serumalbumin II 
in 0,36 mol. KC] 
Pu 6.4 


Ovoalbumin 


Pu 4.9 
x = 9.10-6 


Ovoalbumin 
Pu 9.4 
x 9.10-§ 


Ovoalbumin 
PR = 6,7 
x 10 


Myogen 
Pa 6.3 


Myogen 
Pu 6.3 


Muskelprebsaft 
pu 6.3 
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In den Tabellen ist fiir jeden Wert regelmaBig die Zahl der zugrun 
liegenden Versuche, der maximale Fehler und der praktische Fehler ai- 
doppelter mittlerer Fehler des Resultates angegeben (vgl. Tabellen). 

Die Fehler sind klein, die Versuchsgenauigkeit also groB bei zusamme: 
gehorigen Versuchen — besser bei allen Versuchen desselben Tages 
von Tag zu Tag differieren die Resultate starker, als dem praktischen Fehlc: 
des Resultates von einem Tag entspricht. Die Ursache ist unbekannt. 

Da die einzelnen Versuchsreihen tiber Temperatur- und Konzentration 
abhangigkeit der Gefriergeschwindigkeit immer an einem Tag durchgetiihr: 
sind, ist rein rechnerisch der praktische Fehler der zusammengehérige: 
Einzelresultate < 1°, der Gefriergeschwindigkeit. Sucht man den absolute 
Bremseffekt der EiweiBkoérper festzustellen, indem man den Durchschnitts 
wert der verschiedenen Tagesresultate in Lésungen gleicher Konzentration 
(aber ohne Beriicksichtigung der Unterkiihlungstemperatur) nimmt,  s 
ist mit einem wesentlich gréBeren Fehler zu rechnen. Z. B. bei 


Serumalbumin in der Konzentration 0,01 mit 0% 
Ovoalbumin oo vs 0,01 , +2,1% 
Myogen % 99 mm 0,4 » +1,8% 


(vgl. Tabellen Ib bis Illc). 

Es ergibt sich dann als absoluter Bremseffekt fiir die Konzen- 
trationen 0,4 bis 0,1 °, und 0,05 bis 0.01 °, unter Nichtberiicksichtigung 
der Unterkiihlungstemperatur bei: 





Konzentration Konzentration 

0,4 bis 0,1 9/5 0,05 bis 0,01 ° 5 
a) Serumalbumin ee ae — 14,5% 
b) Ovoalbumin ........ 12.2% 11.9% 
c) Myogen...... 13,1 % 4,6 °, 


Die Bremsung durch kugelférmige EiweiBkérper in wasserigen 
Lésungen ist regelmaBig vorhanden, aber im Vergleich zu Farbstoff- 
solen und anorganischen kolloiden Lésungen verhaltnismaBig klein. 


IV. Eiwei8kérper mit stabchenférmigen Teilchen. 


Als EiweiBsole mit stibchenférmigen Teilchen wurden Ovoglobulin- 
lésungen in 0,36 mol. KCl von einem pu — 7,2 (Tabelle IV) und Edsal sch: 
Myosinlésungen! in 0,45 bis 0,5 mol. KCl von px 6,6 bis 6,97 (vg! 
Tabelle V) untersucht. Myosin und Ovoglobulin gelten als Stabchen. 
sole auf Grund der Strémungsdoppelbrechung? wie auf Grund ihre: 


1 Das Myosin wurde nach Edsall extrahiert und durch Verdiinnen 
mehrmals umgefallt. Das Ovoglobulin wurde aus Ejerklar durch Hal! 
sittigung mit (NH,),.SO, gefallt, der Niederschlag durch Verdiinnen sofort 
gelést bis zu einer Leitfahigkeit von * = 0,025 dialysiert, von neuem durc! 
Halbsattigung gefallt, wieder gelést und bis zur vollstandigen Entfernung 
des (NH,),8O, gegen 0,36 mol. KCl-Lésung dialysiert. 

2 Vel. v. Muralt u. Edsall, J. of biol. Chem. 89, 3, 5 u. 351, 1930. 
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hohen und anomalen Viskositét!. Bei Myosin ist seine Stabchenform 
auBerdem wahrscheinlich auf Grund des Ganseffektes® sowie der Tat- 
sache, daB Myosinfaden polarisations-optisch Stabchendoppelbrechung®, 
réntgenoptisch ein Faserdiagramm zeigen’. Die Ovoglobulinstabchen 
werden infolge eines gréBeren Zocherschen Kreuzwinkels fiir linger 
gehalten als die Myosinstabchen *. 

Bei beiden Solen fehlt die Bremsung der Gefriergeschwindigkeit, 
die durch mehr oder minder kugelférmige EiweiBkoérper bewirkt 
wird. Beim Myosin findet sich unabhangig von der Temperatur praktisch 
kein Effekt, beim Ovoglobulin in der Konzentration von 0,0125°%, eine 
Spur von Beschleunigung (3,1 0,4 °,, des Leerwertes). Konzentrationen 
oberhalb dieses Wertes sind infolge ihrer Neigung zum = spontanen 
Gefrieren, die unvergleichlich viel gréBer ist als bei kugeligen Eiweib- 
kérpern, nicht zu untersuchen. 

Baumwollgelb oder Kaolin beschleunigen in denselben Konzen- 
trationen um 50°). 

Tabellen IV bis Vb. 





Durchschnittliche 


. Maximale 
Tem- Konzen- Beschleunigung Ditferenz ansah} a a 
peratur tration gegen den Lehr- | ger Kinzel- ae Untersuchtes Eiweif 
wert + doppelter versuche ai und Anmerkungen 
mittlerer Fehler teens 
oc o/, des Resultates P 


Tabelle IV. 


—§ 0.0125 6,5 + 0,2 2.1 7 Ovoglobulin 
—5 0.0125 2,1 + 9,3 1.8 7 Pu 7,2 
—5 0,0125 1,1 + 0,2 1.4 10 in 0,36 mol. KCl 
— § 0,0125 1,0 + 0,6 1,2 8 

Tabelle Va. 
—3 0,01 1.6 + 1,0 5,0 6 Myosin pu 6,97 
—i 0.05 1,8 + 0,6 49 6 IV. Umfallung 
am 0.05 1,8 + 0.5 4,2 6 in 0.45 mol. KCl 
— 5.5 0,075 1,7 + 1,2 6.0 6 Myosin pu 6.6 
— £5 0,005 1,7 + 0,7 3,0 6 Il. Umfallung 
—3 0,05 0.4 + 1,3 6,0 5 in 0,5 mol. KCl 
— 5,5 0,05 1,0 + 1,1 6,0 6 

Tabelle Vb. 
—5.5 0,45 mol. + 0,3 3.0 16 0,45 mol. KC! 

KCl (Streuung der Leer- 


werte) 


1 Vel. v. Muralt u. Edsall, J. of. biol. Chem. 89, 340, 1930. Vgl. 
Boehm u. BR. Signer, Helvetica Chemica Acta 14, 6, 1931. 

2 Vel. v. Muralt u. Edsali, J. of biol. Chem. 89, 379, 1930. 

3G. Boehm u. H. H. Weber, Kolloidzeitschr. 61, 269, 1932. 

4G. Boehm u. R. Signer, Helvetica Chim. Acta 14, 1370, 1931. 


G. 
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Tabelle VI. 








. El Strémungsdoppelbrechung. Viskositat , 
Untersuchter Stott Zocher-Kapillare mit Gipsrot I Ostwald- Beschleunigu: 
und Konzentration —_——  Viskosimeter 

% Addition Subtraktion 259 C 09 


Ovoglobulin 
0,0125 selbst bei 0,25 °,iger Losung (1,014) 3,1 +04 
nicht erkennbar 
Baumwollgelb 


0,015 hellblau gelbweib 1,14 30 
0,03 40 
0,015 purpur orange 50 
0,007 5 eben deutlich erkennbar (1,098) 37 
0,000 75 nicht mehr erkennbar - 
Myosin 

0,025 eben deutlich erkennbar — | 

0,01 nicht mehr erkennbar 1,78 etwa | 
0,005 e o S 1,04 

Kaolin 

0,01 nicht erkennbar 1,01 50,0 


Die eingeklammerten Werte der Viskositit sind aus Viskosititsmessungen hidherer Kv: 
zentration nach der Arrheniusschen logarithmischen Forme] errechnet. 


Tabelle VI zeigt, daB der EinfluB der EiweiBlésungen nicht nur 
bei gleicher Konzentration, sondern auch bei gleicher Viskositat und 
gleicher Strémungsdoppelbrechung sehr viel kleiner ist als der andere: 
Kolloide. Es scheint also nicht so, als ob die Unterlegenheit der 
EiweiBwirkung auf die Gefriergeschwindigkeit auf einem anderen 
(besonders geringem) Grade der Asymmetrie der Einzelteilchen beruhe 
Die wahre Ursache ist unbekannt. 


V. Schlubfolgerung. 


In dem Konzentrationsbereich zwischen 0,01 und 0,1°,, in dem 
einwandfreie Messungen der Gefriergeschwindigkeiten méglich sind 
bremsen EiweiBsole mit kugeligen Teilchen die Gefriergeschwindigkeit 
um 10 bis 20°, unabhangig vom px und der Unterkiihlungstemperatu: 
Solche EiweiBsole, denen besonders ausgesprochene Stabchenformen 
zuzuschreiben sein diirften, lassen diese Bremsung vermissen bzw. | 
schleunigen eine Spur. Die Abstufung der EiweiBwirkungen auf di 
Gefriergeschwindigkeiten fiigt sich dem Sinne nach der Freundlic/ 
Oppenheimerschen Regel. Das Fehlen von pux-Effekten ist von g 
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wissem Interesse im Hinblick auf die A. H. Meyerschen! Anschauungen, 
KiweiBteilchen anderten ihre Gestalt bei Anderung des py. Die Gering- 
fugigkeit der Effekte macht eine Auswertung fiir molekulare Formanalyse 
unméglich: So sind Ovoalbumin (reine Kugelgestalt), Serumalbumin 
(asymmetrisch) und Gelatine (kurze Stabchen) nach ihrer Gefrierwirkung 
uberhaupt nicht mehr zu unterscheiden. Auch Gelatine bremst zwischen 
10 und 20°. Viel mehr ins Auge fallt die Begiinstigung der Keimbildung 
durch stabchenférmige EiweiBsole, die in der so auBerordentlich groBen 
Neigung zum spontanen Gefrieren (s. oben) zum Ausdruck kommt. 


1 Z. B. diese Zeitschr. 214, 1, 1929. 
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Der Mechanismus der Desaminierungen im Skelettmuskel. 


Von 
T. Mann. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 29, August 1953.) 


In einer friiheren Mitteilung von P. Ostern und 7. Mann (1) wurde 
iiber eine eigenartige Hemmung der Desaminierungen von Adenosin- 
triphosphorsiure und Adenylsaiure durch Magnesium berichtet. Dir 
Ammoniakabspaltung im Froschmuskelbrei aus diesen zugesetzten 
Stoffen konnte durch Zusatz von Mg-Salzen gehemmt oder ganz unter- 
driickt werden, und auch die traumatische Ammoniakbildung aus 
gewebseigenen Stoffen im zerriebenen Muskel blieb in Gegenwart von 
diesen Salzen aus. 

Diese Erscheinung war deshalb von Interesse, weil sie an eine 
moégliche Erklarung derjenigen Rolle denken lieB, welche das Mg’’-Ion 
im Coenzymsystem der Milchséurebildung im Muskel spielt. Es wurde 
die Méglichkeit in Betracht gezogen, daB durch die Gegenwart des 
Magnesiums die organischen Bestandteile des Coenzyms, d.i. dic 
Adenylsiure und ihre Diphosphorséureverbindung vor der Desami- 
nierung geschiitzt werden, welcher sie sonst im Muskelbrei oder im 
Me yerhojschen Muskelextrakt verfallen. Die vorliegende Untersuchung 
hatte zum Ziel, die Ammoniakabspaltung aus Adenylsdiure im Me yerho/- 
schen Muskelextrakt in ihrer Abhangigkeit von verschiedenen Be. 
dingungen zu studieren, insbesondere beschaftigte uns die Frage, 0} 
die Vermutung iiber die Rolle des Magnesiums im Desaminierungs- 
prozeB richtig oder unrichtig sei. 


Uber den Verlauf der Ammoniakabspaltung im Muskelextrakt finden 
sich in den Arbeiten der Schule von Meyerhof, insbesondere von C,. Lo/ 
mann und von E. Jacobsen, vereinzelte Angaben. Es ist schon aus ihne! 
zu entnehmen, daB dies ein sehr schnell verlaufender Vorgang ist ; es scheine! 
die desaminierenden Fermente gréBtenteils im Auszug enthalten zu sen 
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Die Ausziige spalten Ammoniak unter gleichen Umstanden ebenso schnell 
b, wie Muskelbrei in der Menge, der sie entsprechen. So z. B. spaltet 
39 cem Extrakt in 1 Stunde und bei 15°C aus 2 mg Adenylsiéure in 5 cem 
61°, der abspaltbaren Ammoniakmenge ab. Die Versuche mit Muskel- 
extrakt sind folglich von den Versuchen mit Muskelbrei nicht wesentlich 
verschieden. Was das Methodische betrifft, so sei auf die vorherige Mitteilung 
hingewiesen (1); die Versuche wurden aber jetzt durchwegs bei 15° C durch- 
gefiihrt. Der Extrakt wurde aus Temporarienmuskeln nach der Vorschrift 
von Meyerhof (2) hergestellt, indem drei Teile Muskulatur mit vier Teilen 
0.9°.iger KCl-Lésung bei — 1°C zerdriickt wurden. Der Brei wurde 
zentrifugiert und nachher durch Gaze filtriert. In einer Reihe von Ver- 
suchen diente als Fermentmaterial der dialysierte Temporarienmuskel- 
extrakt. Die Dialyse erfolgte in Schilfschlauchen, im Kalteschrank, gegen 
0,45- bis 0,6°,ige KCl-Lésung. Fir kurzdauernde Versuche wurden die 
Bestandteile der Ansatze auf die Versuchstemperatur gebracht. Die Reaktion 
wurde nach Ablauf der Inkubationszeit durch Zusatz von Borat oder 
Trichloressigsaure unterbrochen, die Ammoniakbestimmung erfolgte nach 
dem Verfahren von Parnas und Heller (3), der Destillation folgte entweder 
eine kolorimetrische oder eine photometrische Bestimmung in dem Pulfrich- 
schen Photometer von Zeiss im Lichte des Filters S 43 (violett)!. Die 
Phosphorbestimmungen wurden nach Lohmann und Jendrassik (4) aus- 
gefiihrt, auch unter Verwendung des Pulfrich-Photometers. 


Zunaichst mu iiber eine Eigentiimlichkeit der Desaminierungen 
berichtet werden, die im Laufe der Versuche festgestellt wurde. Es 
wurde namlich gefunden, daB die desaminierende Wirkung des Extraktes 


hei Aufbewahrung bedeutend zunimmt, daB also mit der Abnahme der 
glykolysierenden Wirkung dieser Extrakte die desaminierende Wirkung 
auf Adenylsdure ansteigt. Die Belege sind in Tabelle I zusammen- 
gestellt. Es ist aus ihnen zu ersehen, daB der Anteil der desaminierten 


1 In der in diesem Laboratorium angewandten Routine der Ammoniak- 
bestimmung sind wir von der Anwendung des Wolffschen Kolorimeters 
zur Anwendung des Pulfrichschen Photometers iibergegangen; es ist dies 
das einzige unter den von uns versuchten Kolorimetern, welches durch 
Verbindung der Untersuchung im komplementaren Licht und Méglichkeit 
der Untersuchung von langen Fliissigkeitsschichten bei schwach gefairbten, 
sehr verdiinnten Ammoniaklésungen — Vorteile vor dem einfachen alten 
Kolorimeter nach Wolff bietet. Es ist schon von Urbach zur kolorimetrischen 
Auswertung der Nesslerschen Reaktion bei der Ammoniakbestimmung 
verwendet worden (diese Zeitschr. 259, 351, 1933). 

Es ist zu diesem Zwecke die Destillationsvorrichtung etwas verandert 
worden: die Vorlageréhrchen sind jetzt 28mm weit, etwa 85mm lang 
und 10mm unterhalb des oberen, mit einem AusguB versehenen Ende 
stark eingeschniirt. Diese Einschniirung tragt eine 25ccm Marke, und 
auBerdem ist eine 10 cem Marke angebracht. So kann man die Verdiinnungen 
in der Vorlage selber vornehmen. Die kolorimetrische Ablesung erfolgt in 
Plankiivetten von lem Schichtlange fiir Mengen von 0,01 bis 0,15 mg 
NH,-N. von 5em Lange fiir 0,002 bis 0,030 mg, von 150mm Lange fiir 
0.0002 bis 0,002 mg. 

Die Auswertung erfolgt auf Grund von Eichdiagrammen. Parnas. 
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Adenylsdure (also die Wirkung des — im Sinne der Glykolyse — in- 
aktivierten Extraktes!) unter der Wirkung des gealterten Extraktes 
mehrfach gr6Ber sein kann als unter der des frischen Extraktes. 

Diese Feststellung lieB sich entweder durch die Annahme deuten, 
da8 im autolysierten Muskelextrakt das desaminierende Ferment zu 
einer stirkeren Aktivitét ,.freigelegt*‘ wird, oder aber, daB den Des- 
aminierungen der Adenylsiure ein Vorgang entgegen wirkt, welcher 
im frischen Muskelextrakt mit den darin verlaufenden synthetischen 
Prozessen verkniipft ist; etwa mit den Prozessen der Glykolyse und 
der damit zusammenhangenden Bildung von Adenosinpolyphosphor- 
siure, kurz mit dem Spiel des Aufbaues und Abbaues, wie es bekanntlich 
nur im frischen Muskelextrakt stattfindet. Falls es richtig ware, dap nur 
die Adenylstiure, nicht aber die Adenosintriphosphorsiure unmittelbar 
desaminierbar ist, so ware es denkbar, dap die Synthese zur Polyphosphor- 
sdure die Desaminierung aufzuhalten vermag. In diesem Falle ware zu 
erwarten, daB auf den Synthesevorgang, der sich im frischen Muskel- 
extrakt abspielt, die Erhéhung der Phosphatkonzentration cine 
fordernde Wirkung ausiiben miiBte; ware diese Ansicht richtig, so 
miiBte mit der Erhéhung der Phosphatkonzentration eine gréBere 
Abnahme der Adenylséiure verkniipft sein, was zugleich eine kleinere 
Ammoniakabspaltung zur Folge hatte. Diese letzte Vermutung konnte 
experimentell gestiitzt werden. Dies geht z. B. aus den in der Tabelle I 
unter Protokoll XXVII zusammengestellten Zahlen hervor: 0,1 ecm 
frischen Muskelextraktes im Versuchsansatz mit 2 mg Adenylséure und 
5eem m/20 Phosphatpuffer bedingt binnen 10 Minuten eine Abspaltung 
von 0,013 mg NH,-N, was einer Desaminierung von 16°, der Adeny!- 
siure entspricht. Derselbe Muskelextrakt spaltet im Versuchsansatz 
mit 2 mg Adenylsaiure in 5 ccm m/60 Phosphatpuffer 0,045 mg N H,-N, 
was einer Desaminierung von 58°, Adenylséiure entspricht. Auf 
analytischem Wege, mittels der Bestimmung des direkt bestimmbaren 
anorganischen Phosphats und des ,,7 Minuten-Hydrolysewertes** konnte 
die vermutete Synthese der Adenosintriphosphorsiure aus folgenden 
Griinden nicht nachgewiesen werden: 0,36 mg P waren nétig, um 2 mg 
Adenylsaéure vollstaéndig in Adenosintriphosphorsdiure zu tiberfiihren. 
Aus den oben angefiihrten Zahlen ersieht man aber, daB sogar in Gegen- 
wart von 5cem m/20 Phosphat, d. i. 7,75 mg P, nur ein Teil von 2 mg 
Adenylsiure in Adenosintriphosphorsaiure sich verwandelt, d. h. dab 
in Gegenwart von 7,75 mg P nur ein Teil von 036mg P zum Ver- 
schwinden gebracht werden kann, also weniger als 5°). 

Es wurde ferner die Beziehung zwischen dem Grad der Desami- 
nierung der Adenylsiure und der Muskelextraktmenge geprift. In 
der Tabelle II ist das Verhalten der Adenylsaiure gegeniiber verschiedenen 
Muskelextraktmengen dargestellt. 





T. Mann: 


Tabelle II. 
Beziehung zwischen der Desaminierung von Adenylséure un 
der Muskelextraktmenge. 
Gesamtvolumen jedes Ansatzes: 5ccm.  Phosphatpufferkonzentratio: 
m/20.) pur 7. Substrat: 2 mg Adenylsaure. 
20. Juni 1933. 





I II Ill 
Muskelex Abgespaltene Abgespaltener 
iastachenioaiet Ammoniakmenge NH3-N in °/9 des 

in mg NH,-N abspaltbaren N H.-N 


ecm 
0,2 0,029 37 
0,4 0,037 48 
0,8 0,043 55 
1,6 0,039 49 


Die Betrachtung dieser Werte zeigt, daB die desaminierende 
Wirkung nicht parallel mit der Steigerung der Muskelextraktmenge 
anwachst; 0,4 ccm frischen Extraktes desaminieren ebenso stark wie 
die doppelte Extraktmenge (vgl. auch Tabelle I, Protokoll X). Auch 
diese Erscheinung 1aBt sich durch die Synthese von Adenosintriphosphor- 
siure erklaren. Die Synthese wirkt der Desaminierung entgegen; jc 


gréBer die Menge des Extraktes im Versuchsansatz, desto gréBer dic 
synthetisierende und desaminierende Wirkung. 


Wir haben auch die Frage untersucht und gepriift, ob ein EinfluS 
des Magnesiums auf den Verlauf der Adenosintriphosphorsauresynthese 
nachweisbar ist. Ein Zusammenhang zwischen der hemmenden Wirkung 
des Magnesiums auf die Desaminierungen und seiner férdernden Wirkung 
auf die Synthese konnte jedoch nicht festgestellt werden. Eine wesent. 
liche Férderung der Polyphosphorsaéuresynthese konnten wir nur in 
Extrakten aus Kaninchenmuskeln finden, und in diesen war di 
hemmende Wirkung des Magnesiums auf die Desaminierungen rechit 
schwach. Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB mit dem Verlaut 
der Desaminierungen der Gehalt an Pyrophosphatfraktion auf Grund 
der ,,7 Minuten-Hydrolyse nach Lohmann verfolgt wurde. Es er- 
iibrigt sich, das Zahlenmaterial dieser negativen Ergebnisse hier mit- 
zuteilen. Als Ergebnis dieser Versuche erscheint zunachst die Fest 
stellung, daB die hemmende Wirkung des Magnesiums auf die Des 
aminierung der Adenylsdure die Aktivierung im Coenzymsystem di: 
Glykolyse nicht erklart. Diese Hemmung ist nur dann erheblich, wem 
die Konzentration des Magnesiums im Vergleich zur Konzentration 
des Ferments bedeutend ist: das Verhiltnis des Magnesiums zum 
Ferment und nicht zum Substrat scheint fiir die Hemmung mai 
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yvebend. Diese Hemmung war in den friiheren Versuchen von Ostern 
und Mann bedeutend, wo sehr kleine Gewebsmengen (Fermentmengen), 
z. B. 20mg Muskel auf einige Milligramm Adenylsaure angewandt 
worden sind. Sie ist aber ganz verwischt, wenn die gleiche Menge 
Substrat und Magnesium mit 1 ccm Extrakt, entsprechend 1] g Muskel, 
zusammengebracht werden, und zwar auch bei kurzer Versuchsdauer. 

Aus Untersuchungen von Kay (5) iiber die Wirkung des Magnesiums 
auf die Phosphatase ist es bekannt, daB diese Wirkung mit der Kon- 
zentration geringer Magnesiummengen ansteigt, dann aber abfallt, 
und in Hemmung umschligt. Es muBte festgestellt werden, ob wir 
in unseren friiheren Versuchen nicht in die hemmende Magnesium- 
konzentration einer ahnlich verlaufenden Reihe gekommen_ sind. 
Es wurde zu diesem Zwecke an dialysierten Extrakten die Wir- 
kung steigender Magnesiummengen untersucht und mit nicht dia- 
lysierten verglichen (s. Tabelle III). 


Tabelle III. 
EinfluB von Magnesium auf die Desaminierung der Adenylsaure 
im dialysierten und undialysierten Muskelextrakt. 
Jeder Ansatz enthalt 0,1 cem Muskelextrakt und 2 mg Adenylséure in 


3cem m_ 30 Phosphatpufferséure. py = 7. Inkubation 15 Minuten bei 15°C. 
20. Marz 1933. 





II 


Abgespaltener NH3-N in ° 9 des 
Mg"*-Zusatz abspaltbaren NH,-N 


im dialysierten im undialysierten 
mg Muskelextrakt Muskelextrakt 


0 61 
2 


v0 


10 


Es ist kein wesentlicher Unterschied in der Wirkung steigender 
Mg’-Mengen auf dialysierten und undialysierten Extrakt zu beob- 
achten. 

Herrn Professor Parnas danke ich fiir die wahrend dieser Arbeit ge- 
wahrte Anregung und Unterstutzung. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Ammoniakabspaltung aus Adenylsdiure im Me yerhof- 
schen Muskelextrakt in ihrer Abhangigkeit von verschiedenen Be- 
dingungen studiert. 
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2. Die desaminierende Wirkung auf Adenylsiure nimmt be: 
Aufbewahren des Muskelextraktes bedeutend zu. 

3. Die hemmende Wirkung des Magnesiums auf die Desaminierun, 
der Adenylsaure erklart nicht die Aktivierung im Coenzymsystem det 
Glykolyse. Das Verhaltnis des Magnesiums zum Ferment und nicht 
zum Substrat scheint fiir die Hemmung maSgebend. 


Literatur. ar 
1) P. Ostern u. T. Mann, diese Zeitschr. 260, 326, 1933. — 2) O. Mey 
hof, ebenda 178, 395, 1926. — 3) J. K. Parnas u. A. Klisiecki, ebenda 173. 
224, 1926. 4) K. Lohmann u. L. Jendrassik, ebenda 178, 419, 1926. 


5) H. D. Kay, J. of biol. Chem. 89, 235, 1930. 
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Die zerstérende Wirkung von Lungengewebe auf das 
antirachitische Vermégen bestrahlten Ergosterins (D-Vitamins). 


Von 


Ph. A. Coppens und G, A. Metz. 


(Aus dem Gemeinde-Krankenhaus Bergweg, Rotterdam.) 


(Eingegangen am 2. September 1933.) 


In den ,,Archives Néerlandaises de Physiologie’! veréffentlichten 
wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber ,,die Verteilung des 
bestrahlten Ergosterins (D-Vitamins) im Tierorganismus nach Verab- 
reichung per os‘. Unsere Arbeitsmethode, die wir a. a.O. genau be- 
schrieben haben, war in Kiirze folgende: 

Einem Hunde wurde mit dem Futter ein Quantum bestrahlites Ergo- 
sterin verabreicht. das 0,1 mg kristallischem D-Vitamin (Substanz L von 
Reerink und van Wijk) pro Kilogramm Hund entsprach*. 10 Stunden 
spater wurde das Tier durch Verblutung getétet. Darauf wurden von den 
Organen Atherextrakte hergestellt. Diese Extrakte wurden mit Cd, 
von Phosphatiden gereinigt und auf dem Wasserbad eingedampft. Der 
Riickstand wurde in Sesam6l gelést, so daB jeder Kubikzentimeter O1 den 
Extrakt von 2,5g Gewebe enthielt. 

An rachitischen jJungen Ratten priiften wir die Organextrakte auf 
das Vorhandensein bestrahlten Ergosterins. Als rachitogene Kost wurde 
Steenbocks Diat Nr. 2965 verwendet. Nachdem den Tieren wahrend 14 Tagen 
diese Diat verabreicht worden war, wurde von dem rechten Hinterbein 
eine Réntgenaufnahme gemacht. (Everse und van Niekerk® haben an- 
gegeben, wie man auf einfache Weise diese Réntgenaufnahmen machen 
kann.) Zur Feststellung, ob Rachitis entstanden war, wurden die Ver- 
anderungen in-der proximalen Metaphyse der r. Tibia als Kriterium ge- 
nommen. 

Zur Untersuchung eines jeden Organextraktes wurde in der Regel 
eine Gruppe von fiinf bis acht rachitischen Ratten verwendet. Jeder dieser 
Ratten wurde taglich wahrend 14 Tagen 0,1 cem Extrakt enthaltendes ©] 
tief ins Maul gespritzt. Am 8., 11. und 14. Tage nach Anfang der Verab 
reichung der Extrakte wurden von den rechten Hinterbeinen abermals 
Réntgenaufnahmen gemacht. Wir betrachteten einen positiven Réntgenerfolg 


1 Band XVIII, Lief. 3, 1933. 
2 Das bestrahlite Egosterin, in Sesamél gelést (.,Dohytralél’*), wurde 
uns zu diesen Versuchen von der Philips-van Houten A.-G. verschattt. 
3 Diese Zeitschr. 215, 85, 1929. 
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(d.h. Besserung oder Genesung der Knochenabweichungen) nur dann als 
einen Beweis, dap der verabreichte Extrakt bestrahites Ergosterin enthalten 
konnte, falls das Versuchstier wdhrend der Verabreichung regelmadBig an 
Gewicht zugenommen hatte. 

Die Gruppen Ratten, die gleichzeitig mit Organextrakten behandelt 
wurden, bildeten zusammen eine Serie. In der Regel enthielt eine Serie 
eine Gruppe Kontrollratten, die taglich zu ihrer Diaét nur 0,1 cem Sesaméo! 
bekamen. 

Wir konnten bei diesen Untersuchungen das bestrahlte Ergosterin 
nachweisen in der Leber, Nebenniere, Lunge, Milz, Blut, Mesenterium 
und in zwei von vier Fallen auch in der Niere; im Herzen, Haut, Gehirn 
und Pankreas konnten wir es nicht nachweisen. Einen erheblichen Teil 
fanden wir 10 Stunden post coenam in der Leber wieder. 

Bei unseren weiteren Untersuchungen, deren Ergebnisse in bei- 
gefiigter Tabelle zusammengestellt sind, bemiihten wir uns an erster 
Stelle zu erforschen, was in vivo mit dem bestrahlten Ergosterin in der 
Leber geschieht. 

Dem Hunde Nr. 6 (o*, 25 kg) wurde das namliche Quantum bestrahlten 
Ergosterins verabreicht wie den Hunden unserer ersten Untersuchung 
(0,1 mg pro Kilogramm Kérpergewicht). Das Tier wurde jedoch nicht 
10 Stunden, sondern 40 Stunden post coenam getétet. In dem Leberextrakt, 
der in obenerwahnter Weise bereitet worden war, konnte das bestrahlte 
Ergosterin nachgewiesen werden (Gruppe C, Serie 1). Der Extrakt vom 
Lungengewebe ergab bei diesem Tiere gleichfalls ein positives Resultat 
(Gruppe B, Serie 1). 

Hund Nr. 7 (c’, 12 kg) erhielt eine entsprechende Menge bestrahlten 
Ergosterins und wurde 10 Tage nach der Verabreichung getétet. Im Leber- 
extrakt von der iiblichen Starke war kein bestrahltes _Ergosterin nachzu- 
‘weisen (Serie 2). Hieraus geht hervor, da das bestrahlte Ergosterin nach 
einiger Zeit aus der Leber verschwindet. Dies ist in Ubereinstimmung mit 
der Erfahrung, daB die Leber der Saéugetiere kein nennenswertes Quantum 
D-Vitamin enthalt (Joll/es'). Die Annahme lag auf der Hand, da es in 
diesem Organ abgebaut wird. Um diese Annahme zu kontrollieren, gaben 
wir dem Hund Nr. 8 (c’, 16 kg) die iibliche Menge Ergosterin, téteten das 
Tier nach 10 Stunden und machten die Organe blutleer. Aus der einen 
Halfte der Leber machten wir gleich darauf einen Extrakt der tiblichen 
Konzentration. Aus dem anderen Teil der Leber bereiteten wir diesen 
Extrakt, nachdem das Gewebe wahrend 24 Stunden im Brutapparat ge- 
standen hatte, auf physiologischer Kochsalzlésung, der wir — sowie Roger 
und Binet? — 1° iges NaF als Antisepticum beigefiigt hatten. 

Aus den Ergebnissen der Serie 3 geht hervor, daB in den beiden 
Extrakten das bestrahlte Ergosterin nachgewiesen werden konnte. 
Es gab keinen Unterschied in der Weise, wie die Ratten beider Gruppen 
genasen. In vitro wird also das bestrahlte Ergosterin nicht bemerkbar 
durch das Lebergewebe abgebaut. 


1 4. Jolles, Die Vitamine, 1932, S. 69. 
2 C.r. de la Soc. Biol. 86, Teil 1, 79, 1922. 
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Ph. A. Coppens u. G. A. Metz: 


Eine Anzahl alterer und neuerer Untersuchungen haben ergeben, 
daB die Lungen eine groBe Rolle spielen im Abbau bestimmter Fette 
und fettartiger Stoffe. 


Schon im Handbuch C. Oppenheimers! wird erwahnt, daB das Lungen 
gewebe lipolytisches Vermégen besitzt (Oppenheimer berichtet in seinem 
Buche iiber eine Untersuchung aus dem Jahre 1907 von Schumow-Sieber 
iiber ,,Die Spaltung der Fette durch das Lungengewebe*). Zahlreichy 
Forscher haben dies spater ‘wie sie meinten) aufs neue entdeckt oder be 
stiitigt: Verhague*, Mayer und Morel*, Granel5, Guieysse-Pellissier®, Roge) 
und Binet’, Zaaijer’, Sicard Fabre und Forestier®, Gilbert und Jomier". 
Verne", Leites!?, Seemann'3. Besonders Roger ist es gewesen, der die Aut 
merksamkeit der medizinischen Welt darauf hingelenkt hat. Von Fawr 
Frémiet™, Abelous und Soula'®, Derman und Leites'® wurde nachgewiesen., 
daB das Lungengewebe, im (Cregensatz zum Lebergewebe, speziell Chole 
sterin und damit verwandte Stoffe spaltet. Da das D-Vitamin (unter 
schiedlich bestrahltes Ergosterin) zu den Sterinen gehért, hielten wir es fiu 
moglich, daB es gleichfalls durch das Lungengewebe angegriffen werden 
kénnte. 

Um dies zu erforschen, wurde das blutlose Lungengewebe des 
Hundes Nr. 8 (s. oben) fein verteilt. Eine Halfte des Gewebes wurde 
gleich darauf extrahiert, die andere Halfte, nachdem sie wahrend 
24 Stunden im Brutapparat mit physiologischem Kochsalz mit Zusatz 
von 1°,igem NaF gestanden hatte. Die durchgefiihrten Versuche 
(Serie 4) ergeben, daB nach 24 Stunden kein bestrahltes Ergosterin 


mehr im Lungengewebe nachzuweisen war. 


Hund Nr. 9 (o*, 25 kg) wurde ebenfalls 10 Stunden nach Verabreichung 
des bestrahlten Ergosterins getétet. Die Lungen wurden. nachdem sie fein 
zerschnitten waren, in zwei gleiche Teile geteilt, und jede Halfte wurde 
in einen Glaskolben mit physiologischer Kochsalzlésung unter Zusatz von 
1°. igem NaF gebracht. 

Kolben 1 wurde wahrend 24 Stunden in den Brutapparat gesetzt und 
nur durch einen Wattepfropfen abgeschlossen. Der Sauerstoff der Luft 
' hatte also Zutritt zum Kolbeninhalt. 


1 Handb. d. Biochem. d. Menschen u. Tiere II (2), 369, 1909. 
Russky Wratch 1907, Nr. 51, 8S. 1766 bis 1769, zit. nach Malys Jahrb. 
Thése de Lille 1910, zit. nach Fauré-Frémiet. 
Bull. de la Soc. de Chim. biol. 1919, 26. Juin. 
C. r. de la Soe. Biol. 82, 1329, 1919. 
Ebenda 83, 809, 1920. 
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Zerst6rende Wirkung von Lungengewebe usw. 


Kolben 2 wurde in einen Vakuumexsikkator gesetzt. aus welchem die 
Luft mit Hilfe einer Wasserstrahlluftpumpe abgesaugt wurde. Auf dem 
Boden des Exsikkators befand sich alkalische Pyrogalloll6sung um den 
Sauerstoffrest zu binden. Exsikkator nebst Kolben wurde wahrend 
24 Stunden in den Eisschrank gesetzt. 

Von den zwei verschiedenen Mengen Lungengewebe wurde in der 
iiblichen Weise einen Atherextrakt hergestellt. Jeder der Extrakte wurde 
einer Gruppe von acht rachitischen Ratten verabreicht (Serie 5). 

Der vorigen Beobachtung entsprechend fand sich im Extrakte des 
Lungengewebes des Kolbens 1 kein bestrahltes Ergosterin. Die Unter- 
suchung mit dem Extrakte des Lungengewebes aus dem Kolben 2 
fiel aber positiv aus. Hieraus geht hervor, daB der Abbau des be- 
strahlten Ergosterins im Eisschrank nicht stattgefunden hatte. Auf 
Grund nicht weiter veréffentlichter Ergebnisse meinen wir, daB der 
Abbau des bestrahlten Ergosterins sowohl vom Vorhandensein von 
Sauerstoff als auch von der Temperatur der Umgebung abhingig ist. 


Durch viele Forscher (u. a. Beneke!, Roger und Binet?) ist dargetan, 
daB auch das Blut lipolytisches Vermégen besitzt. Roger und Binet 
konnten nachweisen, daB das Blut, nachdem es die Lungen durch- 
strémt hat, viel starker lipolytisch wirkt als vorher, ohne daB der 
aufgenommene Sauerstoff hierfiir verantwortlich gemacht werden 
kann. Sie kamen zu der SchluBfolgerung, daB das lipolytische Lungen- 


ferment durch das Lungengewebe an das Blut abgegeben wird. Auf 
Grund jener Forschungen hielten wir es fiir méglich, daB das D-Vitamin 
im Blute zerlegt werden kénnte. 

Ein bestimmtes Quantum venéses Blut des Hundes Nr. 9 (s. oben) 
extrahierten wir gleich, nachdem wir es aufgefangen hatten; von einem 
anderen Quantum bereiteten wir einen Extrakt, nachdem das Blut wahrend 
24 Stunden im Brutapparat gestanden hatte, in physiologischer Kochsalz- 
lésung mit Zusatz von 1°, NaF. 

Aus den Angaben der Serie 6 geht hervor, daB wahrend des Ver- 
weilens im Brutapparat das bestrahlte Ergosterin aus dem Blute ver- 
schwunden ist, oder aber wenigstens das antirachitische Vermégen 
verloren hat. 

Der bedeutende Unterschied im D-Vitamingehalt der Organe von 
Saugetieren und Fischen ]aBt sich aus unseren Wahrnehmungen er- 
klaren. Der Nahrungsunterschied dieser beiden Tierklassen kann dies 
nicht erklaren, denn nach A. Jolles* enthalt die Leber der See-Saiuge- 
tiere ebensowenig ein nennenswertes Quantum D-Vitamin wie die 
Leber der Landsaugetiere. 


1 Zieglers Beitr. 22, 343, 1897. 
2 C.r. de la Soe. Biol. 86, 203, 1922; 87, 34, 1922. 
3 Die Vitamine, 1932, S. 69. 
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Durch die der Lungen verfiigt der Organismus der Séauge- 
tiere im Gegensatz zu jenem der Fische iiber ein Ferment, das das 
D-Vitamin angreifen kann. Es ist méglich, daB dieses Ferment durch 
das zirkulierende Blut an andere Gewebe abgegeben wird und dab 
auf diese Weise das in die Gewebe aufgenommene D-Vitamin zerlegt 
wird. Es besteht jedoch gleichfalls die Méglichkeit, daB das von den 
Lungen abgebaute D-Vitamin von den anderen Geweben aus, die es 
anfainglich aufgenommen hatten, erginzt wird. Es kénnte also ein 
Vitamintransport durch das Blut nach den Lungen stattfinden, bis 
alles in den Organismus aufgenommene D-Vitamin zerlegt worden ist. 
Die Tatsache, daB in der Lunge des Hundes Nr. 6 40 Stunden post 
coenam bestrahltes Ergosterin nachgewiesen werden konnte, deutet 
auf letztere Méglichkeit hin, weil in vitro bereits nach 24 Stunden kein 
bestrahltes Ergosterin mehr im Lungengewebe nachzuweisen war. 
Die beiden erwihnten Moéglichkeiten schlieBen sich iibrigens gegen- 
seitig nicht aus. 

Das Vorkommen von D-Vitamin spaltendem(n) Ferment(en) im 
Organismus von Saugetieren ist einer der Faktoren, die Rachitis 
verursachen, wenn wachsende Individuen wahrend einiger Zeit kein 
D-Vitamin aufnehmen. 

Bei diesen letzten Betrachtungen sind wir von zwei, unserer Meinung 
nach berechtigten Annahmen ausgegangen. Die erstere ist die, daB das 
kiinstlich gewonnene und das in der Natur vorkommende D-Vitamin, 
wenn nicht identisch, doch so nahe verwandt sind, daB, was wir 
fiir das  kiinstliche D-Vitamin fanden, auch fiir das _natiirliche 
D-Vitamin gilt. Zweitens haben wir angenommen, daB die Beob- 
achtungen, welche wir beim Hunde machten, gleichfalls fiir andere 


Saugetiere zutreffen. 


Zusammenfassung. 

Versuche mit vitaminhaltigen Geweben in vitro haben uns gelehrt, 
daB das D-Vitamin durch das Lungengewebe abgebaut oder wenigstens 
biologisch unwirksam gemacht wird. 

Im Gegensatz zu der Lunge verfiigt die Leber nicht iiber ein 
Ferment, das das D-Vitamin in vitro schadigen kann. Wohl aber kann 
das D-Vitamin in vitro vom Blute angegriffen werden. 

Der bedeutende Unterschied im D-Vitamingehalt der Leber von 
Saugetieren und Fischen la4Bt sich auf Grund dieser Wahrnehmungen 
erklaren. 





Uber den Einflu6 von Zellipoiden auf die Art und den Umfang 
der Quellung von Gelatine. 


Von 
Philipp Bamberger. 


(Aus der Universitats-Kinderklinik in Hamburg.) 


(Eingegangen am 2. September 1933.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Das Wasser mu in tierischen und pflanzlichen Zellstaaten zu 
einem betrachtlichen Teil als Quellungswasser vorhanden sein. Infolge- 
dessen verdienen alle Faktoren, von denen der Quellungsumfang der 
Biokolloide abhangt, ein hohes biologisches Interesse. Fiir das Quellungs- 
wasser der protoplasmatischen Sole und Gele sind verschiedene 
Zustandsformen anzunehmen: Neben intermicellarem Wasser und den 
an der Oberflache der Micellen adsorbierten Wasserhiillen ist noch mit 
intramicellarem Wasser zu rechnen, das wahrscheinlich teils an die 
CO-N H-Gruppen der EiweiBmolekiile angelagert, teils an ihre ionisierten 
Atomgruppen gebunden sein wird. Wie groB im Einzelfall der Anteil 
dieser verschiedenen Zustandsformen des Wassers an dem Gesamt- 
quellwasser ist, kann zur Zeit noch nicht bestimmt werden, obwohl 
eine solche Feststellung von hohem_ physikalisch-chemischen und 
biologischen Interesse ware. Man kann mit verschiedenen Methoden 
lediglich einen fest und einen locker gebundenen Anteil in Solen und 
Gelen unterscheiden, wobei das locker gebundene Wasser wahrscheinlich 
intermicellares und adsorbiertes, das fest gebundene intramicellares 
Wasser darstellt. 

Im folgenden soll zunichst der EinfluB von lipoiden Zellbau- 
steinen auf die Quellbarkeit eines hydrophilen Ampholyten beschrieben 
werden, da eingehende Untersuchungen iiber solche Zusammenhinge 
noch nicht vorliegen. Im zweiten Abschnitt wird berichtet, wie die 
gleichen Lipoide die Bindungsform des Quellungswassers becinflussen, 
Ihre Wirkung wird dabei mit der von Elektrolyten verglichen. 
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1. Quellungsumfang. 


Der EinfluB der H- und OH-lonen auf die Quellungskapazitaét (QK.) 
hydrophiler Ampholyte (Spiro, Ostwald), die Wirkung der Neutralsalze 
auf ihre Hydratation (Hofmeister) und die Loebschen Untersuchungen (1) 
iiber diese Fragen werden als bekannt vorausgesetzt. Ferner wird auf dice 
Arbeiten von Hofmeister (2), Neegard (3), Loebenstein (4), F. V.v. Hahn (5 
und Kochmann (6) iiber die Wirkung niedrigmolekularer Nichtleiter und 
schwacher Elektrolyte hingewiesen. Uber den EinfluB kolloider hydro 
philer und hydrophober Lipoide (Lecithin und Cholesterin) auf die Quellung 
liegen Arbeiten von Handovsky (7), Calabek und Moradvek (8) und Reme- 
sow (9) vor. Ihre Resultate sind jedoch sehr widersprechend. Da auBerdem 
die von J. Katz (10), von Gortner und Hoffmann (11) und von J. Loeb (1) 
geforderten Grundbedingungen fiir einwandfreie Resultate (isoelektrisch 
gereinigtes Material, Homogenitat und v6llig gleichmaBige Vorbehandlung) 
von ihnen nur teilweise erfiillt waren, wurden die Versuche unter méglichste1 
Vermeidung aller Fehlerquellen nochmals aufgenommen. Dabei wurden 
auch die anderen bekannten zelleigenen Lipoide: Neutralfette, Seifen und 
gallensaure Salze mit einbezogen. 


1. Herstellung der Gelatine. 


Die Gelatine wurde nach den Vorschriften von J. Loeb gereinigt und 
von Elektrolyten befreit. Bei den Untersuchungen diesseits und jenseits 
des isoelektrischen Punktes (py 4,7) wurde das py nach Zusatz von Saure 
bzw. Alkali noch einmal kontrolliert. 


2. Herstellung der Zusdtze. 


a) Lecithinsole. Lecithin Merck, reinst, das in Stickstoffatmosphare 
in Proben von 2 g eingeschmolzen geliefert war, wurde auf der Analysen- 
waage abgewogen, mit der berechneten Menge Wasser im K6lbchen versetzt 
und in Stickstoffatmosphaére bis zur homogenen Lésung geschiittelt. 

b) Cholesterinsole. Etwa 5ccm einer 0,2- bis 0,3° igen Lésung von 
reinstem Cholesterin Merck in Aceton puriss. wurden in einem Fraktionier- 
kolben in etwa 100 ccm Wasser unter Umschiitteln langsam einpipettiert. 
Dann wurde das Aceton im Wasserbad bei 50 bis 60° im Vakuum unter 
Vorschaltung eines Natronkalkrohres vertrieben. Dies wurde so oft wieder- 
holt, bis die Cholesterinkonzentration 0,8°, betrug. Das stets frisch be- 
reitete Sol wurde vor dem Zusatz zur Gelatine durch Watte filtriert. 

c) Lésung von taurocholsaurem Natrium (py 6,9). Die berechnete Menge 
wurde in Wasser gelést. 

d) Lésung von Natriumoleat (pq 8,4). Natriumoleat reinst, Merck. 
wurde in der berechneten Menge Wasser gelést. 

e) Triolein wurde in der berechneten Menge den Gelen zugesetzt und 
das Gemisch wie folgt weiter verarbeitet. 


3. Herstellung der Gelatineproben mit den Zusdtzen. 


Die gereinigte Gelatine wurde mit etwas Wasser auf dem Wasserbad 
unter leichtem Riihren zum Schmelzen gebracht. Dann wurden jeweils 
die oben beschriebenen Lésungen bzw. Sole zugesetzt. Triolein wurde in 
Substanz zugegeben und soviel Wasser zugesetzt, daB der gleiche Trocken 
gehalt wie bei den iibrigen Gemischen erreicht wurde. Eine Kontrollprobe 





10, 
(Be 
kon 
bez 
das 
voli 
suc] 
dan 


wie 
que 
best 
Feh 
dure 
nied 
unse 
in |] 
eine 
kan 
wer 
Voh 
(13) 
Vers 
Gela 


Vors 
Zusai 
dure 
von 
bis ( 
zusa 
in ei 
Luft 
gleic 
gezo; 
stets 
Wass 
Die ' 
muB 
Minu 
drehi 
noch 
Lipoi 
versu 
Meth 
Bi 


rck, 


und 


bad 
reils 


cen- 


‘obe 


EinfluB von Zellipoiden aut die Quellung von Gelatine. 177 


yon Gelatine ohne Zusatz mit dem gleichen Wassergehalt wurde jedesmal 
mit angesetzt. Diese Gelatinesorten wurden in einem gemeinsamen Wasser- 
bad unter Umriihren bis zur guten Durchmischung auf etwa 60° erwarmt 
und dann in einer Homogenisierungsmaschine genau 5 Minuten unter einem 
Druck von 200 Atmosphiren homogenisiert. Erwarmen, Durchmischen 
und Homogenisieren geschah unter vollkommen gleichen Bedingungen. 


Der Trockengehalt der Gele betrug bei den einzelnen Herstellungen 
10, 20, 33 und 50°, mit einem Fehler von 0,2 bis 0,4°,, der Trockensubstanz. 
(Bestimmung durch Erhitzen auf 110° im Trockenschrank bis zur Gewichts- 
konstanz.) Der Gehalt an Zusatzkolloid betrug auf Gelatinetrockensubstanz 
bezogen | bis 4°,. Da das Volumen durch die nachtragliche Quellung auf 
das Acht- bis Zehnfache stieg, war also die Endkonzentration im Gesamt - 
volumen 0,1 bis 0,4°,. Soweit die Gelatinesorten nicht sofort zu den Ver- 
suchen verwendet wurden, wurden sie im Eisschrank bei 0° unter Chloroform- 
dampfen und mit etwas Thymolzusatz aufbewahrt. 

Zur Bestimmung des Quellungsumfanges wurde sowohl eine Wagungs- 
wie eine Volumenmethode verwendet. Die Volumenkontraktion der 
quellenden Substanz verursacht einen Fehler (Katz), der jedoch bei Relativ- 
bestimmungen vernachlassigt werden kann. Einen wesentlich gréBeren 
Fehler bedingt die Léslichkeit des Kolloids im Quellungsmittel. Er kann 
durch Verringerung des Lésungsmittels und durch Arbeiten bei méglichst 
niedriger Temperatur eingeschrankt werden. Immerhin lésen sich nach 
unseren Vorversuchen bei 0° je nach dem py noch 0,01 bis 0,1 g Gelatine 
in 100cem Wasser. Die Einschrankung des Lésungsmittels bringt aber 
eine andere Fehlerquelle mit sich: das theoretische Quellungsmaximum 
kann nur bei unendlich groBem Volumen des Quellungsmittels erreicht 
werden, und die Abweichung von diesem wird um so gréBer, je kleiner das 
Volumen der wiasserigen Phase ist [siehe auch Wo. Ostwald (12) und Kiinzel 
(13)}. Um diese Fehler méglichst zu verringern, haben wir in unseren 
Versuchen stets mit genau der gleichen Menge an Lésungsmittel und 
Gelatine und bei 0° gearbeitet. 

Als Wdgemethode benutzten wir folgende Modifikation der Loebschen 
Vorschrift (lla): Gelatine, die in der beschriebenen Weise mit und ohne 
Zusitze hergestellt war, wurde gleichmabig getrocknet, pulverisiert und 
durch ein Sieb mit einem Porendurchmesser von 0.5mm zu einem Pulver 
von einheitlicher KorngréBe gesiebt. Dieses wurde in Mengen von 0,1 
bis 0,2 g in kleine Jenenser Mikroglasfilter gebracht und mit dem Filter 
zusammen auf 0,l mg genau gewogen. Filter mit Inhalt wurden dann so 
in eisgekiihltes Wasser gestellt, da das Wasser unter Verdrangung der 
Luft in die Kapillarréume zwischen den Gelatinekérnchen stieg und diese 
gleichmaBig benetzte (eventuelles Umriihren mit einem haarfein aus- 
gezogenen Glasstabchen). Das Quellungsmaximum ist bei 0° in 24 Stunden 
stets erreicht. Nach dieser Zeit wurden Filter und Gel zentrifugiert, um 
Wasser, das nicht durch den QuellungsprozeB gebunden war, zu entfernen. 
Die Temperatur von 5° darf dabei nicht iiberschritten werden. AuBerdem 
muB mit niedriger Tourenzahl begonnen und allmahlich von Minute zu 
Minute gesteigert werden. Zum SchluB wird 5 Minuten lang bei 1500 Um- 
drehungen pro Minute zentrifugiert. Nach der Herausnahme wird das 
noch anhaftende Wasser entfernt und das Filter gewogen. Jede Gelatine- 
Lipoidmischung wurde mindestens zweimal hergestellt und jeder Quellungs- 
versuch mit drei Proben angesetzt. Die durchschnittliche Fehlerbreite der 
Methode ist 3 bis 5°). 


Biochemische Zeitschrift Band 266. 





178 Ph. Bamberger : 


AuBerdem wurde der Quellungsumfang noch mit einer Volwmenmethou 
bestimmt. Als beste und exakteste erschien uns die von F.. V. v. Hahn (14 
beschriebene Modifikation des Belowschen Rohres. Da aber das Quellungs 
maximum dabei wegen der Dicke der quellenden Substanz (4mm) ers 
nach ziemlich langer Zeit erreicht wird, haben wir die Methode folgende: 
maben abgedindert: Glasréhrchen von 4 mm lichtem WOurchmesser unc 
13 bis l5em Lange wurden mit einem Stopfen verschlossen, durch den ei 
hochpolierter Stab aus V 2 A-Stahl von 1mm Dicke ging, und dann mit 
der Gelatinelésung gefiillt. Nach dem Erstarren des Gels wird der Sta! 
entfernt und es entsteht ein Gelatinerohr von 1.5mm Wandstarke und 
Imm lichter Weite, dessen Lumen durch die Quellung verandert wird 
Aus der Veranderung der DurchfluBgeschwindigkeit von Wasser kann ma: 
den Quellungsumfang nach dem Poiseuillschen Gesetz berechnen. Verwert 
bare Resultate werden aber nur dann erreicht, wenn die Innenwanduny 
des Gelatinerohres vollkommen fehlerfrei ist. 


Ergebnisse. 

Die Wage- und Volumenmethode ergaben  tibereinstimmende 
Resultate (s. Abb. 1 und 2). Sie zeigen, da®B Lecithin und Cholesterin 
unabhangig von der H-Ionenkonzentration die Quellbarkeit von 
Gelatine verindern. Lecithin steigert sie um 12 bis 15°, wahrend 
Cholesterin, das auch in anderen Versuchsanordnungen als Antagonist 
des Phosphatids auftritt, sie um 8 bis 
10°, drickt. Die Wirkungen der 
beiden Lipoide heben sich gegenseitig 





auf: Gelatine mit einem Zusatz von 
gleichen Gewichtsteilen Cholesterin und 
Lecithin zeigt keine einwandfrei nach- 
weisbare Anderung der QK. 

Der Umfang der Quellungsverin- 
derung geht nicht ohne weiteres der 
Hohe des Lipoidzusatzes parallel. Di 
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ringer, als der Steigerung der Lipoid- 
konzentration entspricht: Bei einem 
Lecithingehalt von 0,5 %, z. B. tritt gegeniiber den Kontrollen eine 15 ° ,ige. 
bei 5°, Lecithingehalt aber nur eine 20- bis 25° ,ige Steigerung de: 
QK. ein (Abb. 2). Zur Erklarung mu daran gedacht werden, dali 
die Wirkung der Lipoide nur dann zu beobachten ist, wenn sie den Gelen 
in hochdisperser Form zugesetzt werden, und da8 es bei steigender Lipoid 
konzentration immer schwieriger wird, diese Forderung zu erfiillen 
Wiahrend der Quellung der Gelatine-Lipoidgele tritt keine Anderung 

des px ein (potentiometrische Kontrollen). 
Wenn man die Gele in n/10 Neutralsalzlésung quellen laBt, ist 
die Wirkung der beiden Lipoide fiir sich und im Gemisch qualitatiy 
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ind bezogen auf die Quellung der Leergelatine im gleichen Ver- 
such quantitativ die gleiche. Die erhéhte Quellung der Lecithin- 
gelatine kann nicht auf die Eigenquellung des Lecithins zuriickgefiihrt 
werden, denn diese betragt, in der Loebschen Anordnung am osmotischen 
Druck gemessen, fiir die gleiche 
Lecithinkonzentration in Was- 730 
ser nur etwa den 40. bis 60. Teil 
der hier beobachteten Quel- 
lungsianderung. Die iibrigen 70 
untersuchten Kolloide: tauro- 
cholsaures Natrium, Glykogen, 
Natriumoleat und Triolein- 
suspension tiben keineWirkung =, —— 
auf die QK. der Gelatine aus. ee J 

Der EinfluB von Chol- —-— bel +0.5Lec. 
esterin und Lecithin auf die +40Lec. 
QK. ist, verglichen mit dem +5,0LEC. 
von Tonenzusatzen, auBeror- ee me 
dentlich groB. Das zeigt fol- ‘ said 
gende Berechnung: Die Quel- ‘ » + 40Lec.+t0Chol 
lung isoelektrischer Gelatine Abb. 2. 
wird durch 0,5°% Lecithin, 
d.i. etwa 1 Millimol Lecithin pro 100 g Trockengelatine, ungefahr 
ebenso stark erhéht wie durch eine Verschiebung des py von 4,7 
nach 3,7. Zu dieser Anderung der H-Ionenkonzentration braucht 
man fiir die gleiche Menge Gelatine 50 Millimol HCl. 1 Molekiil Lecithin 
ist also etwa 50mal wirksamer als ein H-Ion. Die Quellungserniedrigung 
der isoelektrischen Gelatine durch 0,5°, Cholesterin (d. h. etwa 1 Milli- 
mol auf 100g Trockengelatine) ist nicht ganz so groB wie die durch 
n 1ONa,SO, bewirkte. Am Ende der Quellung treffen auf LOO g Trocken- 
gelatine etwa 100 Millimol Na,SO,. Daher ist ein Molekiil Cholesterin 
ungefahr ebenso wirksam wie 100 SO,-Ionen. Dabei ist aber zu bedenken, 
daB die beiden Lipoide nicht in molekulardisperser Form im System 
vorhanden sind. Deshalb mu8 die Zahl ihrer Teilchen wesentlich kleiner 
angenommen werden als die der Ionen in gleich wirksamen Elektrolyt- 
losungen, 
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Uber den Wirkungsmechanismus der Quellungsveranderungen 
durch Cholesterin und Lecithin kénnen zur Zeit nur Hypothesen auf- 
gestellt werden. Aus dem Vergleich der Wirksamkeit der Lipoidteilchen 
mit der von Ionen kann man schlieBen, daB die Dinge anders verlaufen 
als bei der Beeinflussung der QK. durch Elektrolyte. Im gleichen Sinne 
spricht der Umstand, daB die Wirkung der Lipoide durch Zusatz von 
Saure, Alkali und Neutralsalzionen nicht beeinfluBt werden kann. 


12° 
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Da chemische Vorgainge ausscheiden, mu8 an die Bildung von Misch 
micellen zwischen der Gelatine und den Lipoiden gedacht werden, div 
dem Wasser gegeniiber andere Eigenschaften entfalten als reine Gelatine 
micellen. Die quellungsvermindernde Wirkung des Cholesterins z. B 
kénnte man auf Grund anderer Erfahrungen durch eine gegenseitig: 
Entladung von Cholesterin und Gelatine und eine damit verbunden 
Dehydratation der Gelatine erklaren. 

Unsere Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Angaben andere: 
Untersucher. Da Handovsky sowie Calabek und Mordvek nicht mit iso 
elektrisch gereinigter Gelatine arbeiteten, sind diese Differenzen geniigen«| 
erklart. Anders steht es mit den Resultaten von Remesow: Es ist uns trotz 
vieler Versuche nicht gegliickt, Cholesterinsole nach seiner Vorschrift her 
zustellen. Einige Angaben iiber die Eigenschaften seiner Sole (z. B. Dialysier 
barkeit) lassen vermuten, daB er kein reines Cholesterinsol in Handen hatt: 

Betrachtet man die biologische Bedeutung unserer Ergebnisse 
zusammen mit den Erfahrungen tber andere quellungsverandernde 
und in vivo wirksame Faktoren, so laBt sich folgendes sagen: Nach 
den Angaben der Literatur darf man annehmen, daB physiologischer- 
weise das px der lebenden Zelle kaum um mehr als 0,4 einer Einheit 
schwankt. Da in dem Bereich der H-Ionenkonzentration des lebenden 
Protoplasmas (px 6,8 bis 7,2) derartige pu-Verschiebungen bei den 
meisten biologisch wichtigen EiweiBkérpern nur sehr geringe Quellungs- 
differenzen hervorrufen, erscheint es als 4uBerst unwahrscheinlich, dai} 
die an lebenden Zellen beobachteten betrachtlichen Schwankungen 
der QK. allein durch Veranderung der aktuellen Reaktion des Proto- 
plasmas hervorgerufen werden kénnen. In diesem Sinne spricht auch, 
daB die Neutralsalzionen, die in jeder Zelle enthalten sind, die Quellungs- 
pu-Kurve stark abflachen (siehe auch Abb. 1). 

Die Wirkung von Neutralsalzen auf die Quellung von Ampholyten 
gemaB der Hofmeisterschen Reihe darf nicht ohne weiteres aus den 
Reagensglasversuchen auf  physiologische Verhaltnisse iibertragen 
werden, da diese Reihen nur fiir hohe, in lebenden Zellen nie vor- 
kommende Neutralsalzkonzentrationen (n 10 bis n/1 und mehr) gelten 
und sich véllig andern kénnen, wenn man die Konzentration der 
Neutralsalze variiert [Pauli (15), Loeb (11)]. Die innere Leitfaihigkeit 
eines Erythrocyten entspricht aber einer 0,033 bis 0,067 mol. und dic 
des Muskels einer 0,017 bis 0,033 mol. Kochsalzlésung (siehe Degkwit: 
Lipoide und Ionen, Dresden 1933). Dazu kommt aber noch ein andere~ 
wesentliches Moment, das Hofmeister nicht bekannt war. Handovsky. 
M. H. Fischer (16) und in besonders eindrucksvoller Weise Loeb zeigten. 
daB Neutralsalze in Konzentrationen, mit denen in vivo zu rechnen ist 
die Saure- oder Alkaliquellung hydrophiler Ampholyte nur erniedrigen. 
aber nie erhéhen kénnen. Loebs These, daB dafiir nach den Gesetzen 
von den Donnan-Gleichgewichten lediglich die den Kolloidionen ent- 
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gegengesetzt geladenen Neutralsalzionen und nur nach dem Grad ihrer 
Wertigkeit wirksam waren, hat sich nicht als haltbar erwiesen [Chiari (17), 
Ostwald, Boehme und Kuhn (18) (19)|. Es steht aber fest, daB der fast 
allgemein geiibte Brauch unzulassig ist, mit dem Leben vereinbare, 
durch Neutralsalze hervorgerufene VolumenvergréBerungen von Zellen 
auf eine erhéhte Quellung ihrer hydrophilen Ampholyte zuriickzufiihren. 
Die physiologische Bedeutung der von uns erhobenen Beiunde liegt 
deshalb unseres Erachtens darin, daB es gelungen ist, Zellbausteine 
aufzufinden, die unabhangig von der H-Ionenkonzentration und vom 
Neutralsalzgehalt die QK. eines hydrophilen Ampholyten beeinflussen 
und von denen der eine (das Phosphatid) in physiologischen Konzentra- 
tionen die QK. des Ampholyten erhéht. Diese Befunde stehen in 
Beziehung zu der Theorie von Meyer und Schaeffer, nach welcher der 
Wassergehalt tierischer Zellen von dem Verhaltnis Cholesterin Fettsaiure 
abhangt!. Die Theorie ist zwar analytisch nicht ausreichend fundiert, die 
vorliegenden Ergebnisse zeigen aber, daB ihr Grundgedanke richtig ist. 


2. Fest und locker gebundenes Quellungswasser. 


Nach Rubner (20) kann man in Gelen fest und locker gebundenes 
Wasser unterscheiden, wenn man sie auf weit unter 0° liegende Tem- 
peraturen abkiihlt. Ein Teil des Wassers wird dabei vom Gel nicht 
zur Kisbildung freigegeben. Er wird von ihm ,,festgebundenes** oder 
kurz ,,gebundenes‘‘ Wasser genannt. Weitere Untersuchungen iiber 
den gefrierbaren Anteil des Quellungswassers hydrophiler Ampholyte 
haben Thoenes (21), Foote und Saxton (22) (23) und Moran (24) an- 
gestellt. 

Wir haben mit der Methode Rubners untersucht, ob dieser Anteil 
des Quellungswassers durch Lipoidzusitze beeinfluBt werden kann, 
und haben zum Vergleich die Wirkung von H-, OH- und Neutralsalz- 
ionen herangezogen. 

Die Methode beruht auf der Messung der Schmelzwarme des aus dem 
Quellungswasser gebildeten Eises (s. Rubner und Thoenes). Der Gang der 
Bestimmung, die Ablesung und Berechnung des Temperaturabfalls erfolgte 
nach den Vorschriften von Roth (25). Aus der Schmelzwarme kann die Menge 
des entstandenen Eises nach der Thomsonschen Regel berechnet werden. 
Die Bildung des totalen Differentials dieser Gleichung liefert die Bedingungen 
fiir die nétige MeBgenauigkeit. Danach muB der Temperaturabfall im 
Kalorimeter etwa 40- bis 50mal genauer bestimmt werden als die Ab- 
kiihlung der Gele unter 0°. Wir haben daher im Kalorimeter statt eines 
1 19°-Thermometers ein! Beckmannsches verwendet, im iibrigen aber die 
gleiche Apparatur wie Thoenes benutzt. Um unkontrollierbare Fehler 
auszuschalten und um die systematischen Fehler (nach der Fehlerrechnung) 
méglichst zu verringern, wurden die zu vergleichenden Untersuchungen 
stets mit gleicher AuBentemperatur an gleich groBen Proben und mit 


1 Compt. rend. 159, 102. 
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moglichst gleich gewahlter Anfangstemperatur des Kalorimeters ausgefiihrt 
(s. auch Roth). Die Herstellung der Gelatinesorten war dieselbe wie be 
den Versuchen tiber den Quellungsumfang. Jede Untersuchung wurd: 
mindestens zweimal wiederholt und von jeder Gelatinesorte drei Probe: 
untersucht. 

Zuerst wurden die Befunde von Thoenes iiber den EinfluB de: 
H-Ionenkonzentration nachgeprift. 33° ,ige Gelatine von py 4,7, 3.5 
und 6,9 wurden 4 Stunden lang auf — 22° abgekiihlt. Die Resultat: 
sind aus Tabelle I zu ersehen. 


Tabelle I. 


Gebundenes Wasser in Prozenten des Gesamtwassers 
der gequollenen Gelatine. 





Pu 4.7 PH 3,5 PR 6.9 
21,0%+18 20,0°,, + 0,5 226°, +08 


Die Unterschiede gegeniiber den Ergebnissen von Thoenes kénnen 
zum Teil dadurch erklart werden, daB er nicht mit isoelektrisch ge- 
reinigter Gelatine gearbeitet hat. Auf Grund der Berechnung der 
MeBgenauigkeit dirften aber auch die Fehlergrenzen bei ihm gréBer 
gewesen sein. 

Vergleicht man den EinfluB der H- und O H-Ionen auf die Quellungs- 
kapazitat mit ihrer Wirkung auf das gebundene Wasser, so laBt sich 
folgendes sagen: Wahrend die Menge des Gesamtquellungswassers 
sowohl im alkalischen wie im sauren Gebiet etwa zwei- bis dreimal] 
groBer ist als im isoelektrischen Punkt (s. Kurve 1), kann eine Anderung 
des festgebundenen Anteils nur im alkalischen, und auch da nur in 
geringem Umfang nachgewiesen werden. Es ist daher zu vermuten, 
daB die Wirkungen der H- und OH-Ionen auf Art und Umfang der 
Wasserbindung in ganz verschiedener Weise zustande kommen. 

Als zweiter Schritt wurde der EinfluB von Neutralsalzen auf dic 
Art der Wasserbindung untersucht. Von den beiden antagonistischen 


Gruppen der Hoffmeister schen Reihe wurde als Beispiel fiir die quellungs- 
fordernden Salze KJ als Zusatz gewahlt, fiir die quellungshemmenden 
K,S0,: einer dritten Probe wurde KCl als Mittelglied zwischen beiden 
zugesetzt. Der Elektrolytzusatz war, bezogen auf das Gesamt- 
volumen, m 10. 


Tabelle II. 


Gebundenes Wasser in Prozenten des Gesamtwassers der ge 
quollenen Gelatine bei Salzzusatzen (66°, Wassergehalt, 8 Stunden 


bei — 22°). 





K J-Gelatine K Cl-Gelatine K,8 0,-Gelatine 


20 °% + 0,82°, +1, 28 ©, + 1,62 
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Neutralsalzionen sind also wirksamer als die H- und OH-Ionen. 
\ber sie beeinflussen ahnlich diesen die Menge des fest gebundenen 
\Vassers weit weniger als die des gesamten Quellungswassers.  Auf- 
fallenderweise steigert K,SO,, das die QK. verringert, dié Menge des 
fest gebundenen Wassers, wahrend das quellungsférdernde KJ sie 
vermindert. 

SchlieBlich wurde der EinfluB von Glykogen, taurocholsaurem 
Natrium, Lecithin und Cholesterin auf die Art der Wasserbindung mit 
derselben Methode gepriift. Die Kolloide waren in Mengen von 0,4°, 
auf Gelatine, also 0.08 bzw. 0,13 bzw. 0,2°, auf das gequollene Gel 
berechnet, zugesetzt. Die Befunde sind folgende: 


Tabelle III. 
Gebundenes Wasser in Prozenten des Gesamtwassers des Gela- 
tinegels von py 69 mit kolloiden Zusaétzen (4 Stunden bei — 20 


bis 22°). 





Gesamtwasser Biieidien Gelat 
in dem Gelatinegel es a 
“| ohne Zusatz + Glykogen 


Gelatine . Gelatine 
+ Pane ~ Gelatine , hol. 
. 4 + Lecithin 


0 Natrium esterin 


SU 12.4 + 0.6 4 0, 14.6 — 04 19.2+06 11.8 +08 
67 24.2 + 0,7 242+ 1, 26.8 + 0.5 23,0 + 04 241 0.9 
50 50,0 + 1,0 be ee BO 57.2 + 1,6 49.0+ 1.0 51,.2+ 1,8 


Taurocholsaures Natrium ist das wirksamste Kolloid, es steigert 
die Menge des gebundenen Wassers. Lecithin senkt sie. Bei Glykogen 
und Cholesterin konnte ein sicherer EinfluB nicht nachgewiesen werden. 


\Sezagen auf soelett, Bezagen 0. GelatpéIbezogen auf Gelatine anne Lisa’ 
| Gelatine = 100 | + ACL = 100 Dy 5.9100 | 











Abb. 3. 


Wenn man die Befunde wieder mit dem EinfluB der gleichen 
Kolloide auf die QK. vergleicht, so ergibt! sich folgendes: Lecithin 
wirkt in entgegengesetzter Weise auf die beiden untersuchten Quellungs- 
vorginge: es erhéht die QK. und verringert den Anteil des fest 
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gebundenen Wassers. Cholesterin zeigt lediglich eine depressorisch: 
Wirkung auf die QK. und taurocholsaures Natrium eine steigernd: 
auf die Menge des fest gebundenen Wassers. 


Es muBte nun noch untersucht werden, ob die Menge des von 1 ¢ 
Gelatine fest gebundenen Wassers vom Quellungsgrad abhangt. Dies: 
Frage interessiert vor allem deshalb, weil Rubner an Laminariastiften 
keine Abhangigkeit vom Quellungsgrad gefunden hatte. 

Aus dem letzten Versuch (Tabelle III) ergibt sich fiir Leergelatine 

In 20 °,iger Gelatine sind 12,42 °% des gesamten Wassers gebunden 
also auf 1 g Gelatine 0,488 g Wasser. 

In 33 °,iger Gelatine sind 25,2°, des gesamten Wassers gebunden 
also auf 1 g Gelatine 0,494 g Wasser. 

In 50°,iger Gelatine sind 50°, des gesamten Wassers gebunden, 
also auf 1 g Gelatine 0,50 g Wasser. 

D.h. wie die Laminaria entzieht 1 g Gelatine etwa 0,5 g Wasser 
der Eisbildung!. Anderung des Quellungsgrades allein anderte auch 
in unseren Versuchen das Verhaltnis von Gelatine zu gebundenem 
Wasser nicht. Das ist aber der Fall, wenn dem Gel H-, OH-, Neutral- 
salzionen oder Kolloide zugesetzt werden (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Die Menge des von | g Gelatine fest gebundenen Wassers betrug bei — 20° 
(33 °.ige Gelatine): 





isoelektrischer Gelatine: py 4,7... .. . O42¢ + 0,03 
» saurer Gelatine: pg 35 ......... 040¢g+0,91 
». alkalischer Gelatine: py 6.9 . . ... . 0,45¢ + 0,02 s. 


II.* bei Gelatine py 6.9+n/10 KJ... . . . . 040¢ + 0,92 
e - Py 6£9+n/10 KCL... ... . O44¢ + 0,02 
oa a Px 69+n10 KgSO,. 2... 0,56 g + 9,03 s. Tab. I 
III.* bei Gelatine py 6,9 ohne Zusatz. ...... 048¢+40,01 
* . Pu 69+ 0.4%, Lecithin. .. . 046g + 0,01 
“ pa 6,9 + 04°, taurocholsaures Na 0,54 g + 0,01 s. Tab. II! 
* Die Abteilungen I., II. und III. sind untereinander nicht vergleichbar, denn nur di: 
Gelatinesorten innerhalb der einzelnen Abteilungen sind zu gleicher Zeit und unter genau 
gleichen Bedingungen hergestellt und, wie in der Fufinote ausgefiihrt, hangt die Menge des 
fest gebundenen Wassers in vorerst noch unkontrollierbarer Weise yon der Herstellung al 


1 Moran gibt als Gleichgewichtswert bei — 20° 0,55 g Wasser pro 
lg Gelatine an. Ganz exakt miteinander vergleichbar sind allerdings 
nur Proben, die zu gleicher Zeit angesetzt und genau gleich behandelt 
worden sind. In einem anderen Versuch mit reiner Gelatine von py 6." 
wurde z. B. bei 33°, Gelatinegehalt 22,6°, gebundenes Wasser gefunden 
(s. Tabelle 1) gegeniiber 24,2°, bei der Leergelatine im obigen Versuc! 
(s. auch Thoenes). 
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Die starkste Steigerung erfahrt die Menge des gebundenen Wassers 
durch K,SQ,, dann folgt taurocholsaures Natrium und OH’. KJ und 
Lecithin senken, Cholesterin und H’ haben keinen EinfluB. 


Jeder der Zusaétze wurde in der gleichen Konzentration, wie er 
dem Gel zugefiigt worden war, in Wasser gelést und mit der Methode 
Rubners untersucht; also je eine Lésung von n/10 KCl, KJ, K,SO,4, sowie 
0,4°,ige Sole von Lecithin, taurocholsaurem Natrium, Glykogen und 
Cholesterin. Erwartungsgemi® konnte ,,gebundenes Wasser* nicht nach- 
gewiesen werden. 

Die Menge des gebundenen Wassers wird durch die untersuchten Zusatze 
mit Ausnahme von taurocholsaurem Natrium in jedem Falle weniger ge- 
andert als die Menge des gesamten Quellwassers (s. Abb. 3). Man kénnte daher 
vermuten, daB die Wirkung der Elektrolyte und Kolloide auf die Quellungs- 
art gegeniiber den groBen Ausschlaigen der QK. gar nicht ins Ge- 
wicht fallen. Wenn man aber die beiden Ein- 
griffe auf den Quellungsvorgang vom energe- 
tischen Standpunkt aus betrachtet, so kommt 
man zu einem anderen Resultat: je wasserhal- 
tiger ein Gel ist, um so flacher verlaiuft seine 
Dampfdruckkurve, deren Neigung der Anderung 
der freien Energie in dem System proportional 
ist. In der Nahe des Quellungsmaximums 
(QK.), rufen relativ groBe Unterschiede im 
Wassergehalt nur geringe Anderungen des 
Dampfdruckes, also des Energieinhaltes hervor, 
wihrend in den Stadien der mittleren und 
kleinen Quellungsgrade die Dampfdruck- und damit auch die Energiedande- 
rung des Gels bei gleich groBen Schwankungen des Quellungsumfanges viel 
gréBer ist. Die Gefrierungsmethode kommt einer teilweisen Austrocknung 
des Gels gleich. Wir haben also bei 20° neben den Eiskristallen ein 
Gel vor uns, das sehr weit vom Quellungsmaximum entfernt ist. Zu 
einer Anderung des Wassergehaltes um wenige Prozent in diesem Gebiet 
wird man daher viel gréBere Energiebetraige gebrauchen als zu einer gleich 
groBen Anderung in der Nahe des Sattigungsgrades, s. Abb. 4. 

Wenn wir also in der Menge des gebundenen Wassers auch nur Diffe- 
renzen von 10 bis héchstens 30°,, gefunden haben, gegeniiber 100 und mehr 
Prozent bei der QK., so ist die Energieainderung, welche dieser Wasser- 
bewegung zugrunde liegt, mindestens von gleicher GréBenordnung wie bei 
den Anderungen des Quellungsumfanges. 


— > Lampfitruch 
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> Quelungsgrad 


Abb. 4. 


Die Menge des gebundenen Wassers bei Temperaturen zwischen 0 und 
— 20° und die Eisbildungsverzégerung. Nach Rubners Definition ist der 
fest gebundene Anteil des Quellungswassers identisch mit der Menge des 
nicht gefrierbaren Wassers bei — 20°. Wir haben nun die Eisbildung auch 
bei den Temperaturen zwischen 0 und — 20° untersucht (s. Kurve 5)*: 
bei — 6 bis — 8° bzw. bei — 13 bis — 15° ist allgemein die Menge des 
gefrierenden Quellungswassers wesentlich gréBer als bei 20°. Man kann 
nun nachweisen, daB diese Unterschiede durch eine starke Verzégerung 


* 20-, 33- und 50°,iges Gel mit Saure und Alkali und mit Kolloid- 
zusatzen zeigte bei diesen Temperaturen prinzipiell das gleiche Verhalten. 
Die Kurven muBten aus Raummangel ausscheiden. 
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der Eisbildungsgeschwindigkeit im Gel vorgetéuscht sind. Wenn man 
das ausgeschiedene Eis nach verschieden langem Aufenthalt in der Kalte- 
mischung bestimmt, zeigt sich, daB bei — 6° nach 28 Stunden beinahe die 
doppelte Menge Wasser gefroren war als nach 4 Stunden. Damit war 
aber das wahre Gleichgewicht noch immer nicht erreicht, denn wenn man 
das Gel mehrere Stunden auf — 21° abkiihlte und dann 3 bis 4 Stunden 
bei — 6 bzw. — 13° hielt, so zeigte sich innerhalb der Fehlergrenzen de 
Methodik bei den drei Temperaturen itiberhaupt kein Unterschied. Der 
Wert des wahren Gleichgewichts andert sich also zwischen — 6 und — 22° 
nicht, erst bei Temperaturen iiber — 6° nimmt die Menge des gefrierbaren 
Wassers betrachtlich ab. 





100% 
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Bin. in *tau.Na 
80% \N + Lecithin 
—---— » +lholesterin 


ee : aoe x—x 34h Aufenthall in der —_—— 
| ’ Kattemschung 


®-@ :6h bei—22° dann 3-¢h 
bei-6° bzw.- 13° —— 





90% |—\%& — ae ————t— 























oo ar =r 
Abb. 5. 


Man mi®t also mit der Methodik von Rubmer offensichtlich zwei ganz 
verschiedene Vorgiinge bei der Abkithlung des Gels: 1. Das wahre Gleich- 
gewicht im Endzustand, d.h. also den im Gel auf besondere Art und be 
sonders fest gebundenen Anteil des Quellungswassers und 2. die Geschwindig- 
keit des Ausfrierens (Kristallisationsgeschwindigkeit). Bei 22° wird 
das Gleichgewicht bereits nach 4 Stunden praktisch erreicht (Kontrolle 
durch Abkiihlen auf — 35° und nachtraégliches .,Erwarmen* auf — 22°). 
Dagegen stellt sich das Gleichgewicht im Gebiet zwischen 0 und — 20° 
nur langsam ein, und zwar um so spater, je naher die Bestimmungs 
temperatur dem Nullpunkt liegt. 
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Zusatze zum Gel kénnen nicht nur die Menge des fest gebundenen 
Wassers im wahren Gleichgewicht, sondern auch die Kristallisations- 
geschwindigkeit veraindern. Mit unserer Methode sind natiirlich nur grobe 
Ausschlage feststellbar, wir kénnen aber mit Sicherheit sagen, daB Glykogen 
die Eisbildung im Gelatinegel beschleunigt, taurocholsaures Natrium sie 
dagegen deutlich verzégert. 

Die Art der Wasserbindung in Gelen. Bis zu 6° ist die Menge 
des nicht gefrierbaren Wassers von der Temperatur abhingig, von da 
ab bleibt sie véllig konstant, gleichgiiltig, wie tief das Gel auch ab- 
gekiihlt wird. Die Annahme liegt nahe, daB hierin eine Diskontinuitat 
in der Art der Wasserbindung innerhalb des Gels zum Ausdruck kommt. 
Die in diesem Temperaturgebiet nicht gefrierbare Wassermenge ist 
nun auBerdem noch unabhangig von dem Quellungsgrad des Gels, 
und zwar stets 0,5 g pro 1g Gelatine. Man kann hier natiirlich nicht 
von stéchiometrischen Verhaltnissen im Sinne der klassischen Chemie 
sprechen, denn auf | Molekiil Gelatine treffen etwa 250 Molekiile H,O 
(das Molgewicht der Gelatine zu 10000 angenommen). Da aber dieses 
Wasser von dem Gel hartnackig iiber einen so groBen Temperatur- 
bereich festgehalten wird, muB wohl auch eine besondere, gegeniiber 
dem gefrierbaren Wasser vollig andere Bindungsform vorliegen. Es 
ist unwahrscheinlich, daB dieser Anteil des Quellungswassers dem 
kapillaren, intermicellaren Wasser entspricht, da Schwankungen des 
Quellungsumfanges den Durchmesser der Kapillaren und damit den 
Gefrierpunkt des eingeschlossenen Wassers aindern miibten. Naher 
liegt die Annahme, daB es sich um das an die Micellen adsorbierte 
Wasser handelt. Es erscheint jedoch viel ungezwungener, das ge- 
bundene Wasser, in Analogie zum ungefrierbaren Hydratwasser kristallo- 
ider Stoffe, als integrierenden Bestandteil der Micelle selbst aufzufassen. 


Ob wir uns dieses Wasser als Hydrathille um die ionisierten Gruppen 


des Gelatinemolekiils denken miissen, oder ob es innerhalb der Micelle 
zwischen ihre Elementarbausteine mehr oder weniger regelmabig 
eingelagert ist, kann zur Zeit nicht entschieden werden. 


Zusammenfassung, 


Der Rubnersche Befund, daB die Menge des fest gebundenen Wassers 
in gleichartigen Gelen unabhangig vom Quellungsumfang ist, konnte 
bestatigt und dariiber hinaus festgestellt werden, da niedermolekulare 
und feindisperse hochmolekulare Zusatzstoffe die Art der Wasser- 
bindung in Gelatinegelen zu beeinflussen vermégen. Zusammenhange 
zwischen der Wirkung der einzelnen Stoffe auf den Quellungsumfang 
und auf die Art der Wasserbindung bestehen offensichtlich nicht. 

Im allgemeinen sind die Eingriffe der Zusatzstoffe in die Art der 
Wasserbindung geringer als in die QK. Bei einer energetischen Be- 
trachtung der beiden Vorgange verschwindet aber diese Differenz. 
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Von den hier untersuchten Zusatzstoffen erhdhen K,SQO,, taurochol- 
saures Natrium und OH-Ionen in der angegebenen Reihenfolge den 
Anteil des gebundenen Wassers am Gesamtquellungwasser. Er wird er- 
niedrigt durch KJ und von den Lipoiden ausschlieBlich durch Lecithin. 
H-Ionen, Cholesterin, Triolein, Na-Oleat und Glykogen sind ohne 
Wirkung. 

Als stérende Erscheinung bei der Bestimmung des gebundenen 
Wassers tritt eine Kristallisationsverzégerung auf, die um so gréBer 
ist, je naher die Versuchstemperatur dem Nullpunkt liegt und die bei 
unsachgemaBer Untersuchung groBe Anderungen in der Menge des 
gebundenen Wassers vortéuschen kann. Die Geschwindigkeit der 
Eisbildung wird besonders durch taurocholsaures Natrium verringert, 
durch Glykogen etwas erhéht. 

Im wahren Gleichgewicht bleibt das Verhaltnis zwischen gefrier- 
barem und nichtgefrierbarem Wasser von ungefahr — 6 bis — 8° an 
bis zu ganz tiefen Temperaturen (— 35°) bei ein und demselben Gel 
vollkommen konstant. Diese Tatsache fiihrt in Analogie zu ahnlichen 
Erscheinungen bei der Abkiihlung echter Lésungen zu dem SchluB, 
daB die unterhalb — 6 bis — 8° nicht mehr kristallisierenden Wasser- 
molekiile ahnlich wie Kristallwasser in dem Micellarverband des Gels 
als integrierender Bestandteil vorhanden sind. 

Die biologische Bedeutung des nach der Rubnerschen Methode ge- 
fundenen Wassers wurde zum ersten Male von Robinson und 
Newton (26) (27) erwiesen. Sie fanden, daB Weizenkeimlinge um so besser 
tiefe Temperaturen vertragen (Winterfestigkeit) je gréBer bei ihnen der 
Anteil des nicht gefrierbaren Wassers am Gesamtwasser ist. Die 
Resistenz von Pflanzen gegen Austrocknung bei héheren Temperaturen, 
sowie die Kalteresistenz von Insekten und vielleicht auch die von 
Pflanzensamen und Bakteriensporen beruht auf derselben Grundlage (28). 
Thoenes fand mit Rubners Methode, daB im Saéugetiermuskel etwa 50°, 
des Wassers gebunden sind!. Zu einem ahnlichen SchluB fiihren Morans 
Ergebnisse: Er konnte Froschherzen bis zu 50°, des urspriinglichen 
Wassergehaltes im Exsikkator tiber H,SO, austrocknen lassen, ohne 
daB sie die Fahigkeit verlieren, nach Wiederaufnahme des verdunsteten 
Wassers auf Reize mit Zuckungen zu reagieren. Sobald jedoch dic 
Eintrocknung diese Grenze nur wenig iiberschritten hatte, war eine 
irreversible Zerst6érung eingetreten. Anscheinend liegt auch hier das 
Wasser mindestens in zwei Formen vor. Der eine Anteil, vielleicht 
das Wasser in Gewebsspalten oder freies Wasser in Kapillaren, kann 


1 4. V. Hill fand im Muskel und im Blute etwa 98°, freies Wasser. 
jedoch hat er fiir seine Messungen die Dampfdruckbestimmung heran 
gezogen, so daB seine Resultate mit den hier gewonnenen nicht ohne weitere- 
zu vergleichen sind (29). : 
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ohne Zerstérung der Funktion weggenommen werden. Der Rest ist 
offensichtlich so gebunden, daB er ohne tiefgreifende, lebenbedrohende 
Veranderung des Protoplasmas nicht entfernt werden kann. Mit hoher 
Wahrscheinlichkeit entspricht er dem gebundenen Wasser in unserem 
Modell. 

Welche Ergebnisse auch weitere Forschungen haben werden, die 
im biologischen Interesse dringend angezeigt sind, auf Grund unserer 
Versuche laBt sich schon jetzt folgendes sagen: Wenn die Quellungs- 
vorgange der hydrophilen Protoplasmakolloide in die Untersuchungen 
iiber die Wasserbewegungen in Einzelzellen oder Saugetierorganismen 
mit einbezogen werden, so ist nicht nur, wie das meist geschieht, ihre 
QK., sondern auch die Art, wie sie das Wasser binden, mit in Rechnung 
zu setzen. Dab die Zellipoide fiir beide Vorginge von ganz wesentlicher 
Bedeutung sind und daB die Mechanismen, von denen der Wasser- 
haushalt lebender Organismen reguliert wird, auBerordentlich kom- 
pliziert sein miissen, geht aus unseren Versuchen deutlich hervor, da 
ja ein und derselbe Stoff ganz verschieden auf die beiden Vorgange 
einwirken kann. 

Literatur. 

1) Die EiweiBkérper und die Theorie der kolloidalen Erscheinungen, 
1924. — 2) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 28, 210, 1891. 3) Kolloid- 
zeitschr. 35, 111, 1924. 4) Ebenda 35, 345, 1924. — 5) Ebenda 35, 215, 
1924; Zeitschr. f. Elektrochem. 30, 453, 1924. 6) Heffters Handb. d. 


Pharm. 1, 266. — 7) Kolloidzeitschr. 35, 310, 1924. 8) Ebenda 50, 141, 
1930. — 9) Diese Zeitschr. 218, 174, 1930. — 10) Kolloidchem. Beih. 19, 1, 
1917; Ergebn. d. exakt. Naturwiss. 3 u. 4, 1930. — 11) Proce. Soc. exp. 
biol. and med. 19, 257. — 12) Kolloidchem. Beih. 29, 1, 1929. 13) Kolloid- 
zeitschr. 40, 264, 1926. 14) Ebenda 35, 215, 1925. 15) Elektrochem. d. 
Kolloide 1929. — 16) Diese Zeitschr. 18, 346, 1909; 24, 239, 1910; Kolloid- 
zeitschr. 35, 246, 1924. — 17) Diese Zeitschr. 33, 167, 1911. 18) Kolloid- 
chem. Beih. 14, 147, 1921. — 19) Ebenda 20, 412, 1925. — 20) Ber. d. 
preuB. Akad. d. Wiss., Math.-phys. KI. Nr. 1, 1922. 21) Diese Zeitschr. 
157, 174, 1925. — 22) J. Amer. chem. Soc. 88, 588, 1916. 23) Ebenda 
39, 627 u. 1103, 1917. — 24) Proc. Roy. Soc. London Serie A, 112, 30. 

25) Physik.-chem. Praktikum, 4. Aufl., 8.68. — 26) Colloid-Sympos. 
Monogr. 5, 199, 1928. — 27) Univ. of Alb. Coll. of Agr. Res. Bull. Nr. 1, 
1923, zitiert nach Freundlich. — 28) Kapillarchem. 2. Aufl., 2, 589, 1932. 


29) Advent. in Biophysics 1931, 8. 29—54. 





Uber den isoelektrischen Punkt des Himoglobins 
im Hoéhenklima. 


Von 
M. Rubowitz. 
(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 2. September 1933.) 


Die bisherigen Ergebnisse der klimatologischen Erforschung des 
Blutes in seiner Morphologie und seinem Chemismus und besonders dic 


am hiesigen Institut ausgefiihrten Untersuchungen Wittkowers iiber 
die Basen- und Saureverhaltnisse im Blute bei Luftverdiinnung ver 
anlaBten uns, den isoelektrischen Punkt des Hamoglobins unter den 
hier herrschenden Druckverhaltnissen und bei zunehmendem Unterdruck 
zu untersuchen. Die Fragestellung war: kommt es unter den genannten 
Bedingungen zu einer Verschiebung des isoelektrischen Punktes, was 
unter Umstanden auf eine kolloidchemische Strukturveranderung des 
Hamoglobinmolekiils schlieBen lieBe. 


Aus den Arbeiten von Michaelis und Airila (1) wissen wir, daB das 
Hamoglobin bei py 6,8 isoelektrisch ist, d. h. seine Wanderungsgeschwindig- 
keit ist bei dieser pq-Zahl gleich Null, um dann bei zunehmender Wasserst oft - 
konzentration seines Milieus zur Kathode, bei abnehmender zur Anode zu 
wandern. Der isoelektrische Punkt (1. P.) des Hamoglobins ist nach Michaelis 
und Mitarbeitern (2) (3) mit dem des reduzierten und des Kohlenoxyd- 
hamoglobins (CoHb) identisch und ist unabhangig von der Reinheit det 
Hamoglobinlésung oder ihrer Vermischung mit anderen Kolloiden oder 
Salzen. Nur bei Zunahme des Salzgehaltes ist die Zone der unbestimmten 
Wanderung, die ,,isoelektrische Zone**, verbreitert. F’. Miiller und Biehler (4) 
fiihren an, daB auch unter Beriicksichtigung dieser Momente der I. P. im 
Experiment nicht scharf zu trennen ist; er liegt zwischen 2,8. 10-7 und 
0,92. 10-7, doh. zwischen py 6,55 und 7,04. Die im v. Slykeschen (5) (6) 
Institut gefundenen Werte bei der indirekten Bestimmung von Pferde- 
hamoglobin zeigen, daB das Hamoglobin erst bei py 6,60, das reduzierte 
bei py 6,74 isoelektrisch zu betrachten ist. In manchen pathologischen 
Fallen, wie aus den Arbeiten von Petow und Wittkower (7) und aus den von 
J.Glass (8) hervorgeht, kann es zu einer Anderung des 1. P. kommen. Petou 
und Wittkower (7) berichten, daB der I. P. des Hamoglobins bei der Mehrzah! 
ihrer Asthmafalle mehr nach der sauren Seite verschoben ist, und schlieBen 
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Tabelle I. 





Pu Wanderung 


kathodisch 
Normales Meerschweinchen keine Wanderung 
minimal anodisch 


kathodisch 
Normales Meerschweinchen keine Wanderung 
minimal anodiseh 


kathodisch 


Normales Meerschweinchen ; 
anodisch 


Meerschweinchen, 3,5 Tage © . 

: ‘ “ : ° kathodisch 
in der Luftverdiinnung bis 
330 mm Hg; Leber bei der 
Sektion nicht deutlich ver- 
fettet 


keine Wanderung 
ganz minimal anodisch 
anodisch 


Meerschweinchen, 4 Tage 8 kathodisch 
in der Luftverdiinnung bis keine Wanderung 
400 mm Hg a anodisch 


}. Meerschweinchen, 4 Tage jf kathodisch 
in der Luftverdiinnung bis ; keine Wanderung 
359 mm Hg ; anodisch 


Meerschweinchen, 5 Tage kathodisch 
in der Luftverdiinnung bis : keine Wanderung 
340 mm Hg. ; anodisch 


Meerschweinchen, vor 
14 Tagen 4 Tage in der Luft- 
verdiinnung bis 400 mm Hg 


keine Wanderung 
anodisch 


Meerschweinchen, gegen ) kathodisch 
Tuberkulin und Pferde- E keine Wanderung 
serum sensibilisiert ie anodisch 


zx 


kathodisch 
keine Wanderung 
anodisch 


Meerschweinchen, gegen 
Tuberkulin und Pferde- 
serum sensibilisiert 


“11 D> 


te 


keine Wanderung 


keine Wanderung (Wieder 
holung) 


Meerschweinchen, gegen 
Tuberkulin und  Pferde- 
serum sensibilisiert 


~] ~1-) 
wo Oo 


anodisch 


kathodisch 
ganz minimal kathodisch 
keine Wanderung 


SINS 
woe 


Meerschweinchen, gegen 
Tuberkulin sensibilisiert 


daraus, daB das HbO, des Asthmatikers eine starkere Saure als das normale 
Hamoglobin ist. Es gibt auch Falle, wo der [. P. des Hamoglobins beim 
Asthma normal! ist und solehe, wo der I. P. nach der alkalischen Seite ver 
schoben ist. Das Gleiche beobachteten Wittkhower und Petow bei der Urti- 
karia und in Fallen mit Eosinophilie und vegetativen Symptomen. 
J. Glass (8) fand bei seinen 14 Fallen mit neuralgischen und funktionellen 
Beschwerden Werte (direkte Bestimmung), die zwischen py 5.95 und 6,40 
schwankten und zog somit einen Durchschnittswert von py 6,20. In seinen 
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Basedow-Fallen fand den I. P. Glass verandert. Er lag héher als bein 
normalen Menschen, zwischen py 6,10 und 6,55, woraus Glass einen Durch 
schnittswert von py 6,35 angenommen hat. 

Unsere Bestimmungen wurden nach der von Michaelis (9) an 
gegebenen direkten Methode ausgefiihrt. Das entnommene Blut wurd: 
gleich verarbeitet. 4,5. ccm mit Glasperlen defibriniertes Blut wurden 
in 0,85°,iger NaCl-Lésung scharf zentrifugiert, das Zentrifugat als 
Hamoglobinlésung in 90 ccm destillierten Wassers hergestellt. Dir 
Herstellung der Pufferlésungen erfolgte nach dem Pufferdiagramm von 
Sdrensen, und sie wurden auBerdem mit der Indikatorenmethode und 
kolorimetrisch auf ihre Genauigkeit kontrolliert. Die Pufferlésungen 
wurden alle 5 Tage frisch hergestellt und in einem kalten Raum auf 
bewahrt. Die Kataphorese wurde 1 Stunde beobachtet. Das entnommene 
Blut in unseren Versuchen stammt von Mensch, Kalb, Rind, Kaninchen, 
Meerschweinchen und Ratte. Die Unterdrucktiere wurden bis zu 
5 Tagen in der Luftverdiinnung belassen, der Unterdruck von 400 mm 
Hg wurde nicht iiberschritten. Mehrere Tiere zeigten bei der Sektion 
eine deutliche Leberverfettung. 

In der Tabelle I sind die Versuchsergebnisse beim Meerschweinchen 
als Normaltier, als Unterdrucktier, gegen Tuberkulin und Pferdeserum 
und gegen Tuberkulin allein  sensibilisiertes Tier zusammengestellt. 
Bei den ersten zwei Normaltieren liegt der I. P. des Hb bei px 7,0 
Beim dritten Normaltier ist das Hb zwischen py 6,8 und 7,0 isoelektrisch 
Bei den fiinf Unterdrucktieren finden wir Werte des I. P., die ebenfalls 
bei px 7,0 liegen. Genau der gleiche Wert zeigte sich bei den drei 
sensibilisierten Tieren Nr. 9—11, beim vierten Tier war das Hb bei 
pu 7,2 isoelektrisch. Gegeniiber den Michaelisschen Werten im Tief- 
lande sind somit unsere Werte des I. P. in Davos nach der alkalischen 
Seite verschoben. 

In der Tabelle IIT sind unsere Versuchsergebnisse bei der Ratte 
und beim Kaninchen zusammengefaBt. Auch hier finden wir eine 
Verschiebung des I. P. nach der alkalischen Seite. Das HbO, der 
Normalratte und der luftverdiinnten Ratte ist bei py 7,2 isoelektrisch 
Beim Normalkaninchen sehen wir erst bei px 7,2 einen Stillstand der 
Wanderung, was auch bei den luftverdiinnten Kaninchen der Fall ist 
Die mit Pyrodin behandelten Kaninchen zeigen, daB auch bei ihrem 
HbO, der isoelektrische Punkt bei px 7,2 liegt. Nur in einem Fall 
war er zwischen px 7,0 und 7,2. 

Die Tabelle III zeigt uns die gefundenen Werte beim Kalb, Rind 
und Mensch. Das entnommene Menschenblut stammt von Spendern 
die seit mindestens 2 Monaten oder die seit vielen Jahren in Davos 
leben. Der eine Spender hatte am Tage der Blutentnahme eine leicht: 
Urticaria, der zweite einen leichten, acetonfreien Diabetes. Der dritt: 
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bein Tabelle II. 
urch 
Blut PH Wanderung 5. 
) an - 
ae | 6,8 kathodisch | 
rurd: 1. Normale Ratte 1 |, B52 keine Wanderung 7,2 
inde) \ 7,4 anodisch 
' als 2. Ratte, 2,5 Tage in der Luft- { 6,8 kat hodisch _— 
Di verdinnung bis 300mmHg |. 7,2 keine Wanderung | “o 
Ll Von 
F - ‘ ; 6,8 kathodisch - 
’ 3 a6 she | 9, . . | 9 
und . Normales Kaninchen | 7.2 beine Wandovens 7.2 
ingen 
aul- 4. Kaninchen, seit 4 Tagen ein 7A diac 
Oleothorax. Blutentnahme | ae kei — | 72 
mene durch Herzpunktion |) 72 a 
chen, 
——_ 5. Kaninchen, 3Tagein der Luft- 6.8 kathodisch 
i verdiinnung bis 320mm Hg. { 6,4 e | 29 
) mm In dieser Zeit betrachtliche | 7,2 keine Wanderung - 
ktion Gewichtsabnahme 74 anodisch | 
6. Kaninchen,3Tage inder Luft- { 6,4 kathodisch 
chen ae ~— 6,8 . -_ 
verdiinnung bis 320 mm Hg. 79 a oh 
erum Gewichtsabnahme | 74 . gg iin " ing | 
P Lise 
stellt. 
- 7. Kaninchen.2 " 
+ 4 i. ee ee 6.8 kathodisch | 
decks verdiinnung bis 300mm Hg. }  2’5 72 
Leber deutlich verfettet, | 79 sails War oo | - 
nfalls weich, ganz hell - . a 
drei 
he 8. Kaninchen, 4 Tage je 0.5cecem | 6,8 kathodisch | 
4 : st Pyrodin subcutan injiziert. 7.0 ganz minimal kathodisch 1.0—72 
Tief. Hb 45% | 72 enodiesh | 
chen Aa ' 
9. Das gleiche Kaninchen, 5 Tage { 6,5 kathodisch | 
~ > ° 7.0 . "9 
je 0,5 cem Pyrodin subcutan "9 , ; , 7,2 
Ratte injiziert Hb 45° | fe ’ keine W anderung 
; iia ° 7,2 keine Wanderung (Wieder- 
eine holung) 
r 0 ve ie ¢ ine v i ° 
» det 10. I as gleiche Kaninchen,7 Tage { 68 kathodiech _— 
risch je 0,5 cem Pyodin subeutan 72 keine Wanderun | 
injiziert. Hb 30°, | sia g 
1 der 
list Spender hatte friiher eine schwere Lungentuberkulose. Die ibrigen drei 
hrem sind als kérperlich gesund zu betrachten. Beim Kalb war in einem 
Fall pu-Milieu von 6,8 noch eine deutliche Wanderung zur Kathode zu 
beobachten, genau so beim Rind. Beim Mensch war in der Mehrzahl 
Rind der Falle das HbO, bei px 7.0, in einem Falle bei px 7,2 isoelektrisch. 
2 I } 
dern Unter den gleichen Verhaltnissen haben wir das reduzierte Hb 
Javos und das CoHb untersucht, was in der Tabelle 1V zusammengestellt 
icht: ist. Auch hier finden wir Werte, die auf eine Verschiebung des I. P. 
lritt« nach der alkalischen Seite hinweisen. Beim Co Hb war der I. P. konstant 
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Tabelle III. 





Blut Wanderung 


. 8 Monate altes Kalb aus ), kathodisch 
Frauenkirch (Davos) anodisch 


: kathodisch 
. Rind ; minimal anodisch 
y anodisch 


: rasch zur Kathode 
3. Menschenblut, Herr K. aus ,8 kathodisch 
Davos ; keine Wanderung 
y anodisch 


. Menschenblut, Herr Dr. L., 
leichter, acetonfreier Dia- 
betes. Seit vielen Jahren 
in Davos 


kathodisch 
keine Wanderung 
minimal anodisch 


SS 


woo®D 


OD 
wD oe 


rasch kathodisch 

kat hodisch 

keine j 
minimal anodisch 


5. Menschenblut, Herr Dr. K., 
seit 2 Monaten in Davos 


=I] 


o. * 


~ 
ri) 


. Menschenblut, Herr Dr. W., 
seit 3 Monaten in Davos 


keine Wanderung 
minimal anodisch 
minimal anodisch et mel 
lung) 
kathodisch | 
keine Wanderung 
minimal anodisch | 


kathodisch 
J 


sisi! 
wmreosz 


= 
> 


. Menschenblut, Herr Dr. U., 
zur Zeit leichte Urticaria, 
seit 6 Wochen in Davos 


~Is! 


kathodisch 
ganz minimal kathodisch \ 
keine Wanderung 


keine Wanderung (Wieder- 
holung) 


. Menschenblut, Herr Schm., 
vor Jahren eine schwere 
Lungentuberkulose 


8 
0 
2 
8 
0 
2 
2 


NAIN DS 


bei pu 7,2, dagegen schwankte er beim reduzierten Hb. Die Wert: 
lagen hier zwischen px 6,8 und 7,0, zwischen px 7,0 und 7,2 und bei 
pu 7,0, zeigen also eine stirkere Streuung als beim HbO,. 

Unter der Annahme des Standpunktes, daB im Tiefland der I. P 
des HbO,, des reduzierten Hb und des CoHb laut den Angaben von 
L. Michaelis bei py 6,8 liegt, wiirde sich aus den hier angefiihrten 
Versuchsreihen ergeben, daB der I. P. bei Mensch und beim Tiere unte: 
den hier herrschenden Druckverhaltnissen nach der alkalischen Seite 
verschoben ist. In samtlichen Versuchen war in einem Milieu von 
pu 6,8 das HbO,, das reduzierte und das Co Hb elektropositiv, d. h. be: 
dieser Wasserstoffzahl hat das Hb-Molekiil noch einen deutlich sauren 
Charakter. Beriicksichtigt man nach J. Glass (10), daB durch div 
Hamoglobinlésung die primaren px der Puffer verandert werden und 
zwar um so mehr, je mehr die Wasserstoffzahl des Puffers vom py de- 
Blutes und vom I. P. des Hamoglobins abweicht, so wiirde in unsere! 
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Tabelle IV. 





Blut PH Wanderung 


Untersuchungen des I. P. des reduzierten Hamoglobins. 

‘ 3,8 

. Reduziertes Meer- | "0 
schweinchenblut | 9 


kathodisch 
keine Wanderung 
minimal anodisch 


2. Reduziertes Meer- 5,8 kathodisch 
schweinchenblut 7,0 minimal anodisch 
‘ ; 6,8 athodisch 
. Reduziertes Meer- | 70 kathodise 
schweinchenblut | a9 pied ” ; 
7,2 minimal anodisch 


Untersuchungen des I. P. des CoHb. 

. Meerschweinchenblut | kathodisch 

+ Leuchtgas | keine Wanderung 

. Meerschweinchenblut | . kathodisch 

+ Leuchtgas | : keine Wanderung 
| kathodisch 

3. Menschenblut + Leuchtgas minimal kathodisch 


_ 


keine Wanderung 


pee 
wooo 


~ 
iP) 


kathodisch | 
ganz minimal kathodisch 


. Menschenblut + Leuchtgas 
| keine Wanderung 


8 
7,0 
7,2 


Fallen eine Zahl fiir den 1. P. des Hb resultieren, die von den in den 
Tabellen angefiihrten Werten nur sehr wenig abweichen kann. Denn 
unsere Versuche wurden in py-Milieus vorgenommen, die dem I. P. 
des Hb nahe liegen, so daB die Differenz zwischen dem _primiren 
Puffer und dem nach Zusatz von Hb-Lésung nur gering sein kann. 

Aus der Verschiebung des I. P. des Hb ist zu schlieBen, daB der 
kolloidchemische Charakter des Hb verandert ist. Welche physikalisch- 
chemischen Momente dabei eine Rolle spielen, die zu einer Veranderung 
fiihren, ware auf Grund unseres heutigen Wissens nur hypothetisch 
zu beantworten. Aus dem Verhalten des Knochenmarkes bei Sauerstoff- 
mangel, wie wir aus den eingehenden Untersuchungen von A. Loewy 
auf dem Rothorn wissen, ware die Uberlegung denkbar, daB durch 
den hervorgerufenen Reizzustand des Knochenmarkes auch ein im 
kolloidchemischen Sinne verandertes Hamoglobin entsteht. Eine 
zweite Uberlegung wire, ob das Hamoglobinmolekiil durch die ver- 
mehrte Saurebildung im Blute eine chemische Anderung erfahrt. 


Zusammenfassung. 
Der isoelektrische Punkt des O,-Hamoglobins, des reduzierten Hamo- 
globins und des Kohlenoxydhimoglobins ist, wie aus unseren Ver- 
13* 
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suchen hervorgeht, bei Mensch und Tier im Héhenklima mehr nach de) 
alkalischen Seite verschoben, als er fiir das Tiefland angegeben wird 

Die Werte fiir das Hamoglobin (HbO,) liegen in der Mehrzahl! de: 
Untersuchungen bei px 7,0, zwischen pu 7,0 und 7,2 und bei py 7.2 
Der Aufenthalt in starkeren Luftverdiinnungen andert nichts an diese: 
Werten. 

Das Hamoglobin gegen Tuberkulin und Pferdeserum und gege) 
Tuberkulin allein sensibilisierter Tiere zeigte ebenfalls seinen isoelektri 
schen Punkt bei pu 7,0. 

Das reduzierte Haimoglobin erwies sich bei pu 6,9, 7,0 und 7.! 
isoelektrisch. 

Der isoelektrische Punkt des Kohlenoxydhimoglobins liegt be: 
Pu 75. 

Am SchluB dieser Arbeit méchte ich mir erlauben, Herrn Prof. Loew, 
fiir die Anregung dazu sowie fiir seine persénliche Unterstiitzung aut- 
beste zu danken. 
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Kondensationsreaktionen ungesittigter Aldehyde. 
IV. Mitteilung: 
Uber die Bildung von Dicrotonaldehyd und Octatrienal aus Crotonaldehyd. 
Von 
Konrad Bernhauer und Robert Drobnick. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
Deutschen Universitat in Prag.) 


Eingegangen am 7. September 1933. 
gegam } 


In friheren Untersuchungen wurde gezeigt, daB bei der Einwirkung 
organischer Basen auf Crotonaldehyd eine Reihe von Kondensations- 
produkten entsteht. Unter diesen wurde Dihydro-o-tolylaldehyd 


isoliert und durch Uberfiihrung in o-Toluylsaure identifiziert!. Aus 
den héheren Aldehydfraktionen wurde bei der Oxydation mit Silber- 
oxyd unter anderem p-Toluylsiure erhalten*, woraus auf das urspriing- 
liche Vorliegen eines Dihydro-p-tolylaldehyds geschlossen werden 
kann, der bei der Einwirkung des Silberoxyds zugleich dehydriert und 
oxydiert wird. Ferner konnte auch die Bildung von Octatrienal® sowie 
eines vermutlich cyclischen Oxyaldehyds! wahrscheinlich gemacht 
werden. Neben dem letzteren wurde noch ein weiterer Aldehyd nach- 
gewiesen, der in eine gut kristallisierende Saiure, CgH,,0,, vom Fp. 125 
bis 126° tibergefiihrt werden konnte!. 


In der vorliegenden Mitteilung wird iiber die weitere Identifizierung 
der bei der Kondensation des Crotonaldehyds entstehenden Aldehyde 
bzw. der daraus durch Oxydation erhaltlichen Saéuren berichtet. Und 
zwar konnte die erwahnte Saéure C,H,.O, durch oxydativen Abbau 
zu Methylbernsteinséure und Vergleich mit einem nach Michael* aus 
Crotonsaureithylester dargestellten Praparat als Dicrotonsdure identi- 
fiziert werden, woraus auf das primare Vorliegen eines Dicrotonaldehyds 


1 Bernhauer u. Neubauer, diese Zeitschr. 251, 173, 1932. 


2 Bernhauer u. Irrgang, ebenda 254, 434, 1932. 
3 Bernhauer u. Woldan, ebenda 249, 199, 1932. 
* Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 3766, 1900. 
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geschlossen werden kann. Ferner gelang die Gewinnung von Octatricy 
sdure durch Oxydation der Aldehydfraktionen vom Kp... 96 bis 102° 
dieselbe mu jedenfalls aus urspriinglich vorhandenem Octatriena 
entstanden sein. Sie wurde durch Uberfiihrung in Caprylsdure und 
Vergleich mit einem nach Kuhn und Hoffer! aus Crotonaldehyd wii 
Acetaldehyd dargestellten Produkt identifiziert. Ob einer der nach 
gewiesenen Aldehyde als Zwischenprodukt bei der Bildung des Dihydr: 
o-tolylaldehyds anzusehen ist (gemaiB den folgenden Formelbilder: 
oder ob die Bildung der betreffenden erwaihnten Aldehyde nur aut 
einen Nebenvorgang zurickzufiihren ist, miissen die weiteren Unter 
suchungen zeigen. 

CH 

| 


CHO 
| 


CHO CHO 


CH, CH, 


Dicrotonaldehyd Octatrienal Dihydro-o-tolylaldehy« 


Weitere Vorstellungen iiber den Reaktionsverlauf wurden bereits 
a. a. O. entwickelt?. 

Uber das quantitative Verhaltnis der einzelnen Kondensations- 
produkte gibt die folgende Tabelle Auskunft. Es wurden dabei 500 ¢ 
Crotonaldehyd kondensiert und die gewonnenen Kondensationsprodukte 
(und zwar die erste Fraktion vom Kp.,. 60 bis 85°: 57,5 g, und dic 


Tabelle I. 





Aldehydfraktionen Oxydationsprodukte in °/, des angewendeten Aldehyds 





wre léslich fliissige Sduren feste Sduren _— 
f Menge Ww ae ~~ - oshicne im Methylen- im Ather- yesamt- 
Kp.j2 este Séuren chlorid-extrakt pss menge 


£ 9 9% 9% Fo 


72-74 39 70 | Dihydro- 21,5 0 91,5 


74- 78 226 67 | o-toluyl- 25 0 

78— 86 55 /11 saure 41,5 0 

86— 90 12 40 13,5 

gO— 92 5,2 ) |p-Toluyl- 37 24 

92— 94 7,2 saure 35 30 Di- 
94— 96 11.2 : 35 39 ‘croton- 
965— 98 19.3 Octa- 15 60 | saure 
98—109 13.2 oO} trien- 16 40 
100—102 3 siure 18 16.5 


! Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 63, 2164, 1930. 
2 Vgl. K. Bernhauer, Grundziige der Chemie und Biochemie der Zucke! 
arten, 8S. 297. Berlin, Springer, 1933. 
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zweite Fraktion vom Kp.,,85 bis 106°: 113 g) im Vakuum unter An- 
vendung einer Widmer-Kolonne wiederholt fraktioniert destilliert (die 
lritte Fraktion Kp., 100 bis 140°: 32,8 g wurde dabei nicht ver- 
wendet). Die Oxydation der einzelnen Anteile mit Silberoxyd und 
lsolierung der Séuren gab Auskunft iiber die Zusammensetzung der 
einzelnen Fraktionen (vgl. Tabelle I). 

Aus den fliissigen Séiuren wurden noch weitere Mengen Dihydro- 
o-toluylsiure und p-Toluylsaiure isoliert, so da schlieBlich nur ein 
geringer Teil in fliissigem Zustande zuriickblieb. 

Die weitere Aufgabe wird vor allem in der Isolierung und Rein- 
darstellung der einzelnen Aldehyde bestehen, um sodann festzustellen, 
welche von diesen als Zwischenprodukte des Cyclisierungsvorganges 
aufzufassen sind. Ferner wird zu versuchen sein, die einzelnen Aldehyde 
weiter mit Crotonaldehyd zur Kondensation zu bringen, um so eventuell 
zu héheren bzw. mehrkernigen Kondensationsprodukten zu gelangen. 


Experimentelles. 


» erhaltenen 


Die aus 500 g Crotonaldehyd in einer Ausbeute von etwa 36 
Kondensationsprodukte’ wurden wiederholt iiber eine Widmer-Kolonne 
fraktioniert destilliert und die im Siedeintervall 72—-102° (12 mm) iiber- 
gehenden einzelnen Anteile in Mengen von maximal 5g pro Einzelversuch 
oxydiert (siehe Tabelle I). Dabei wurden auf je 5g Ol je 15g Silber- 


nitrat und 7g Natronlauge in der friiher beschriebenen Weise* einwirken 
gelassen. Nach 20 bis 25 Minuten war die Reaktion beendet. Nach dem 
Ansauern der filtrierten Lésungen mit verdiinnter Schwefelsaure fielen 
in allen Fallen kristallisierte Saéuren aus, die nach etwa zwé6lfstiindigem 
Stehen abgesaugt wurden. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, handelt es 
sich dabei in den niedrigeren Fraktionen um  Dihydro-o-toluylsiure 
(Fp. 63°), in den mittleren Fraktionen um p-Toluylséure (Fp. 178°) und in 
den héchsten Fraktionen um Octatrienséure (Fp. 186°). Die erhaltenen 
Filtrate wurden jeweils zunaéchst mit Methylenchlorid und sodann mit 
Ather ausgeschiittelt und die so erhaltenen Extrakte im Vakuum verdampft. 
In der Regel waren dabei die aus dem Methylenchlorid erhaltenen Saéuren 
fliissig (nahere Aufarbeitung vgl. unten); aus dem Atherextrakt wurde die 
bereits friiher beschriebene Saéure vom Fp. 125 bis 126° gewonnen, die sich 
als Dicrotonsaéure erwies. 


Identifizierung der Octatriensdure, 


Die bei der Oxydation der Fraktionen 96 bis 102° (12 mm) beim An- 
sauern ausgefallenen festen Anteile wurden vereinigt, nachdem Misch- 
schmelzpunkte fiir Identitat sprachen, und mehrere Male aus Alkohol um- 
kristallisiert. Es resultierten véllig weiBe Nadeln vom Fp. 186°. Nach 
Kuhn und Hoffer (1. ¢.) schmilzt Octatrienséure bei 189 bis 189,5° (korr.). 


1 Im wesentlichen unter analogen Versuchshedingungen erhalten wie 
in der Arbeit von Bernhauer u. Woldan, |. c. 
* Vgl. Bernhauer u. Neubauer, |. ce. 
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Der Mischschmelzpunkt mit Octatrienséure, die aus rohem Octatrien. 
durch Oxydation mit Silberoxyd gewonnen worden war!', gab keine D: 
pression. 


0,1099 g Substanz: 7,4cecem n/10 Lauge (F. 1,1065). 
0,0932 g Substanz in 10 cem Chloroform verbrauchten 27,6 c¢em n |\) 
Bromatlésung, entsprechend 0,221 g Brom. 


C.HyO,. Aquivalentgewicht gef. 134,2, ber. 138; 
F gef. 2,04*, ber. 3. 


0,068 65 g Substanz verbrauchten 38,7 cem H, (p = 755 mm, t = 20,5"); 
fiir 3 F ber. 35,6 cem Hy. 


In einem gr6Beren Versuch wurde das Na-Salz der Octatrienséure in 
wasseriger Lésung unter Anwendung von Pd-Bariumsulfat als Katalysato: 
in tiblicher Weise mit Wasserstoff hydriert. Die nach dem Abfiltrieren 
erhaltene Lésung schied beim Anséuern mit verdiinnter Schwefelséure 
ein Ol ab, das in der Kalte fest wurde. Die nach dem Umkristallisieren aus 
Wasser bei 16° schmelzende Substanz gab in Mischung mit reiner Capry! 
siure keine Schmelzpunktsdepression. 


Identifizierung der Dicrotonsdure. 


Die aus dem Atherextrakt gewonnene und bereits friiher? beschriebene 
Substanz (C,H,,.0,, F 1) wurde zuniachst aus Benzol und schlieBlich aus 
Wasser umkristallisiert. Fp. 125 bis 126°. Der Schmelzpunkt der von 
Michael® aus Crotonséureathylester erhaltenen Dicrotonsaure liegt bei 128°. 


Ein Mischschmelzpunkt mit dieser‘ gab keine Depression. Die Oxydation 
der Substanz mit Salpeterséure ergab gleichfalls Methylbernsteinsaure. 
die nach 6fterem Umkristallisieren aus Ather bei 110° schmolz. Ein 
Mischschmelzpunkt mit Methylbernsteinséiure vom Fp. 112° gab keine 
Depression. 


0,10 g Substanz: 13,3 cem n/10 Lauge (F. = 1,135). 
C,H, Oy. Aquivalentgewicht gef. 132,5, ber. 132. 


1 Es wurde Crotonaldehyd mit Acetaldehyd nach Kuhn und Hofjer 
(l. c.) kondensiert, das Reaktionsprodukt im Vakuum fraktioniert destilliert 
und die erhaltenen Rohfraktionen in iiblicher Weise mit Silberoxyd oxydiert. 
Aus der ersten Fraktion (Kp.;. 60 bis 82°) wurde Sorbinséure (Fp. nach 
einmaligem Umbkristallisieren aus Alkohol 134°), aus der zweiten Fraktion 
(Kp.j2 82 bis 100°) ein Mischprodukt von Sorbinséure und Octatrienséure 
und aus der dritten Fraktion (Kp... 100 bis 107°) Octatrienséure (Fp. nach: 
einmaligem Umkristallisieren aus Alkohol 180°) erhalten. Die so gewonnene 
Octatrienséure, die zunaéchst analog der Beschreibung von Kuhn und 
Hoffer als gelb gefarbtes Produkt vorlag, konnte nach mehrmaligem Um- 
kristallisieren aus Alkohol in Form véllig weiBer Nadeln vom Fp. 186° 
erhalten werden. 

* Die als Vergleichspréparat dargestellte Octatriensiure zeigte ein 
véllig analoges Verhalten bei der Bromtitration. 

2 Bernhauer u. Neubauer, |. ce. 

3 B. 33, 3766, 1900. 

4 Das Praparat wurde von Herrn G. A. Erhardt hergestellt. 
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Die fliissigen Sduren, die aus dem Methylenchloridextrakt gewonnen 
worden waren, wurden vereinigt und im Hochvakuum iiber eine kleine 
Widmer-Kolonne fraktioniert destilliert : 


1. Fraktion Kp.o,4: 110 bis 118°, Vorlauf, Ol, 

2. me Kp.o¢: 118 ,, 122°, erster Hauptlauf, Ol, 

3. os Kp.o,g: 122 ,, 145°, Zwischenlauf, feste Substanz, 
4. Fs Kp.o¢: 145 ,, 147°, zweiter Hauptlauf, dickes Ol. 


Die feste Substanz aus Fraktion 3 erwies sich gemaéB Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt als p-Toluylséure. Ein Teil der zweiten Frak- 
tion wurde mit Brom im Bombenrohr dehydriert, wobei in analoger 
Weise wie aus Dihydro-o-toluylsiure! o-Toluylsiure erhalten wurde. 
Beim langeren Stehen der Ole schied sich in den Fraktionen 1 und 2 Di- 
hydro-o-toluylséure in groben Kristallen ab. Fp. nach dem Umkristallisieren 
63°, Mischschmelzpunkt mit einem authentischen Praparat unverdandert. 
Aus der vierten Fraktion schied sich p-Toluylséure in seidigen Nadeln 
vom Fp. 178° ab (Mischschmelzpunkt unverandert). Die nach dem Ab- 
trennen der festen Bestandteile zuriickbleibenden Ole wurden in gleicher 
Weise wie zuvor noch zweimal fraktioniert destilliert, wobei aus 
der Zwischenfraktion jeweils p-Toluylsiure durch Ausfrieren erhalten 
wurde. Die erste Fraktion vom Kp.o.97 108° erwies sich als ein konstant 
siedendes Gemisch (Aquivalentgewicht 140, F 0,74). Die Fraktion wurde 
mit etwas Wasser versetzt, erwairmt und unter Kratzen mit einem Glasstab 
abgekiihlt. Dabei schied sich aus der Emulsion allmahlich ein fester Kérper 
ab, der sich nach dem Unmbkristallisieren aus verdiinntem Alkohol als 
p-Toluylséiure erwies. Bei analoger Behandlung der gleichfalls konstant 
siedenden zweiten Fraktion (Kp.o,g 121,5°) konnte kein fester Anteil ab- 
getrennt werden. Die Analysen zeigten, daB auch hier noch eine Mischung 
vorlag (Aquivalentgewicht 140,5, F- 0,41). 


1 Bernhauer u. Neubauer, 1. c. 








Uber Cytoflav’. 
Von 
K. Laki. 
(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 
(Eingegangen am 8. September 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unter dem Namen ,,Cytoflav’* wurde von J. Banga und A. Szent 
Gyérgyi? ein Farbstoff beschrieben, der in verschiedenen Geweben, Hete 
und Milch gefunden wurde und dessen Eigenschaften es wahrscheinlich 
machten, daB er durch seine reversible Oxydation und Reduktion an de1 
Zellatmung beteiligt ist. Das Adsorptionsspektrum der Substanz wurd 
nicht angegeben. 
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Abb. 1. 


In obenstehender Kurve wird nun das Adsorptionsspektrum des Cyto- 
flavs gegeben. Der Farbstoff wurde nach Banga und Szent-Gyérgyi aus 
Herzmuskel hergestellt. Das Spektrogramm wurde im groBen Steinheil- 
Spektroskop hergestellt und photoelektrisch ausgemessen. 

Wie aus der Kurve ersichtlich, gibt der Farbstoff im sichtbaren Lichte 
eine Bande mit einem ziemlich scharfen Maximum zwischen 450 und 460 mu. 


Aus dieser Kurve ist ersichtlich, daB Cytoflav mit der Farbstoffkomponente 


des Warburgschen gelben Ferments identisch ist. 


? Vorliegende Arbeit wurde durch die Josiah Macy Jr. Stiftung unter- 
stiitzt. 
® Diese Zeitschr. 246, 203, 1932. 
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Uber die Adsorption von a-Amylase. 


Von 
Oskar Holmbergh. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 12. September 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Mit der Ausarbeitung der in friiheren Arbeiten (1) (2) angegebenen 
Methode zur Trennung der beiden Amylasen in Malz bin ich fortwahrend 
beschaftigt und teile hier einige neue Erfahrungen mit. 


Die Reaktionsmischungen bestehen wie friiher aus 5cem 3n Acetat- 
puffer (py 5,2), 25cem 2° iger Starkel6ésung (Werck) und Enzym bei einem 
Gesamtvolumen von 50 ccm. Temperatur 30°. Bei Priifung der Aktivitat 
wird, wenn nichts anderes angegeben ist, | cem der zu untersuchenden 
Lésung der Reaktionsmischung beigemischt. Die Angabe ,,.mg Maltose* 
entspricht Proben von 5cem. Diese Proben wurden in 5cem Jodlésung 
einpipettiert und dann nach Wiéillstdtter und Schudel (3) weiter verfahren. 
Die Angabe ,,Farbe mit Jod* ist die Farbung, die erhalten wird, wenn 
leem der Reaktionsmischung zu 35 ¢cm Wasser mit 1 Tropfen n/10 
Jodlésung vermischt zugesetzt wird. Es dart betont werden, dab diese 
Farbung hauptsaéchlich im Gebiete Violett—-Rot mit der Temperatur 
etwas wechselt. Man mu deshalb, um Verwechslungen zu vermeiden, 
immer Wasser von derselben Temperatur nehmen. In Mischungen von 
z- und /-Amylase wird die Wirkung der x-Amylase durch Priifung ,,die 
Farbe mit Jod* und die Reaktionszeit festgestellt. Als sicherste Farbe 
zum Vergleich habe ich das Auftreten der gelben Farbung gewahlt, weil 
diese sowohl bei natiirlichem als kiinstlichem Licht am deutlichsten sein 
diirfte. 

Die Enzymlésungen sind Wasserausziige aus Darrmalz und sind immer 
vor den Adsorptionen durch Ausfallung der Hauptmenge des Eiweibes 
mit Ca-Llonen gereinigt, eine Methode, iiber die spater naher berichtet wird. 


1. Zeitlicher Verlauf der Adsorption. 
a) Bet konstanter Temperatur wahrend der Adsorption. 
Wie friiher (2) hervorgehoben ist, ist die Adsorption nicht 
momentan, sondern wird wahrend der ersten Stunden bedeutend 
gesteigert. Dies gilt sowohl bei verschiedenen Temperaturen wie ver- 
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schiedenen Alkoholkonzentrationen. In Tabelle I wird das Resulta 
bei Adsorption bei 0° angegeben. Die Maltosekonzentration der Lésuny 
war 0,6°, und die Alkoholkonzentration 30°,. Beim Herausnehme: 
von Proben in Adsorptionsmischungen miissen die Pipetten entwede) 
trocken sein oder mit Alk»hol gespiilt werden. Durch Wassertropfe: 
kann namlich eine teilweise Elution stattfinden. 


Tabelle I. 





Vor Restlisung nach einer Adsorptionsdauer von 
se iy EEE TS Pee 
sorption 5 Min. | 15 Min. 30 Min. 60 Min. | 120 Mir 


Minuten zur Gelbfarbung . . |) 49 75 81 88 
Adsorbierte a-Amylase in °4 | — 34 40 44 51 


b) Bet Senkung der Temperatur wdahrend der Adsorption. 

Dieselbe Lésung wie oben wurde auf 30° erwarmt, und dann wurde 
dieselbe Menge Starke zugesetzt, wonach die Mischung in den Kalte- 
schrank gestellt wurde. Darauf wurden Proben wahrend der Senkung 
der Temperatur nach 12, 26, 60 und 120 Minuten herausgenommen. 
Die Resultate sind in Tabelle [I zusammengestellt, wo die erste Kolumne 
die Adsorptionsdauer in Minuten angibt, die zweite die Temperatur 
der Mischung nach dieser Adsorptionszeit, die dritte die Zeit, dic 
die Restlésung braucht, damit die Reaktionsmischung gelbe Farbe 
mit Jod gibt, in der vierten Kolumne ist die adsorbierte Menge 
a-Amylase in Prozenten berechnet. 


Tabelle II. 





Ad ti . Temperatur Minuten Adsorbierte 
Adsorptionszeit oc zur Gelbfirbung «-Amylase 


(30) (49) 
55 
59 
140 
120 233 79 


Beim Vergleich zwischen Tabelle I und II findet man, daB es nicht 
die Temperatursenkung selbst ist, sondern die niedrige Temperatur 
die speziell auf die Adsorptionsausbeute einwirkt. So sind z. B. nach 
26 Minuten bei Senkung der Temperatur von 30 auf 0° nur 17 % adsor 
biert, wahrend bei konstanter Temperatur 0° von Anfang schon naci: 
15 Minuten 40°, adsorbiert sind. 
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Uber die Adsorption von x-Amylase. 


2. Die Abhingigkeit der Adsorption vom py. 

Eine ausgesprochene Differenz im Adsorptionsgrad liBt sich hei 
Zimmertemperatur im py-Gebiet 7,65 bis 4,7 nicht feststellen. Ich 
habe deshalb Adsorptionen bei niedriger Temperatur ausgefiihrt, wobei 
deutliche Differenzen zum Vorschein kamen, wie aus der Tabelle II 
hervorgeht. Die Adsorptionstemperatur war ~ 1°. Adsorptionsdauer 
2 Stunden. 

Tabelle IIL. 





Minuten Minuten Adsorbierte 
zur Gelbfirbang zur Gelbfirbung «-Amylase 
vor der Adsorption nach der Adsorption in 9), 


160 
180 
90 


65 


Es ist aber hauptsachlich die Adsorptionszeit, die durch passendes 
pu verkiirzt werden kann, da die Differenz im Adsorptionsgrad durch 
lingere Adsorptionsdauer ziemlich ausgeglichen wird. Die oben er- 
wahnten Adsorptionsmischungen wurden eine Nacht im Eisschrank 
aufbewahrt. Hierbei war die Temperatur auf 0° gesunken. Die danach 
erhaltenen Werte sind in Tabelle IV zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





Minuten zur Gelbfirbung Adsorbierte 
nach der Adsorption e-Amylase in °/> 


208 80 
234 82 
204 
900 


3. Die Stirkemenge. 

Friiher wurde gezeigt?, wie die Adsorptionsfahigkeit der Starke 
von der Kérnergr6Be abhangig ist. Da eine Menge von Faktoren auf 
die Adsorptionsfahigkeit einwirkt, kann diese nur von Fall zu Fall 
angegeben werden. An die Starke werden auch eiweiBartige Sub- 
stanzen adsorbiert und im Interesse der Reinigung sollte man deshalb 
mit einer méglichst geringen Menge Adsorptionsmittel, die zu guter 
Ausbeute erforderlich ist, arbeiten. In einer Versuchsreihe ist diese 


Menge geprift worden. Ein durch Ausfallung von der Hauptmenge des 
ge g g I 


EiweiB gereinigter Malzauszug wurde verdiinnt und mit Alkohol bis 
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zu 30 Vol.-°,, versetzt. Die Maltosekonzentration war etwa 0.3°,. I 
je 50 cem wurde 0,1, 0,3, 0,5, 1,0 und 2,0 g gesiebte Starke (Durch 
messer 2 bis 4 uz) aufgeschlammt und bei — 3° wahrend 22 Stunden 
aufbewahrt. 

Tabelle V. 





Minuten zur Gelbfirbung Adsorbierte 


Sturk . } 
tirkemenge nach der Adsorption «-Amylase in °, 


| 


84 
188 
280 
309 
270 
(2407) (65) 


oo 


w= SOD 
© O° eo: 


Nach Tabelle V erhalt man gute Ausbeute mit 0.3 bis 0.5 g unte: 
den vorliegenden Verhaltnissen. Wenn ich als ein MaB der x-Amylas: 
die Menge angebe, die notwendig ist, um in meiner Reaktionsmischung 
in 1 Minute Spaltung bis Gelbfarbung zu erhalten, so kann diese Menge 
durch etwa 0,6 g gesiebte Starke adsorbiert werden. Nachdem dix 
Enzymlosung héheren Reinheitsgrad erhalten hat, kann durch Steigerung 
der Alkoholkonzentration und Erniedrigung der Adsorptionstemperati 
die Adsorptionsfahigkeit der Starke bedeutend gesteigert werden. 


4. Waschung des Adsorbats. 

Ein ganzer Teil der EiweiBstoffe und der p-Amylase, der an dem 
Adsorbens haftet, kann durch Waschung abgetrennt werden.  Al- 
Waschmittel habe ich Alkohol von verschiedenen Konzentrationen 
gepriift und gefunden, daB man dabei mit Vorteil nicht niedrigere 
Alkoholkonzentration als 50°, anwenden kann. Mit 40° ,igem Alkohol 
‘werden die Enzymverluste ziemlich groB. Ein Adsorbat wurde fiinfmal! 
mit je l0cem 50%igem Alkohol 1°, Maltose enthaltend und 
danach von neuem fiinfma!l mit je 10 cem 50°,igem Alkohol ohne 
Maltose — gewaschen. Jedesmal wurde 10 bis 15 Minuten in der Schiittel- 
maschine geschiittelt. 1 cem des Waschmittels wurde nach Zentrifu 
gierung auf seine Aktivitat gepriift, das Resultat ist als Beispiel unten 
zusammengestellt. 





Waschung z Maltos , Wase z x Maltos , 
— os Std, Farbe mit Jod i —. pony Farbe mit Jod 


26,9 gelbrot ) 5, | blauviolett 
16.5 violett is " 
11.3 blauviolett 3. 
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8,0 blau .f violett 





Ce Ole 





wul 
bef 
ist | 
der 
der 


gep 
ihre 
den 
4-A 
eine 
Am 
Bed 
ents 
das 


Uber die Adsorption von «-Amylase. 207 


Wie aus vorstehender Tabelle hervorgeht, wird bei dieser Waschung 
hauptsachlich 6-Amylase weggewaschen. Nur am Eade des Waschens 
werden die «-Amylaseverluste gesteigert. Es ist besser Alkohol mit 
Maltose als nur Alkohol bei der Waschung anzuwenden. Spater wurde 
ein Adsorbat mit maltosehaltigem Alkohol von verschiedenem pu 
gewaschen, wobei gefunden wurde, daB bei py etwa 5,2 die Verluste 
von x-Amylase etwas geringer sind als bei anderem py. Nachher habe 
ich deshalb Waschmittel von diesem px gebraucht. 


5. Elution. 


Die Elution geht glatt mit reinem Wasser. Sie wird durch Neutrali- 
sieren der Mischung auf px = 7 etwas geférdert. Das oben erwahnte 
gewaschene Adsorbat wurde dreimal in je 1l5ccm Wasser auf- 
geschlammt, um die «-Amylase zu eluieren, und jedesmal 10 Minuten 
geschiittelt. Die drei Eluate wurden auf ihre Aktivitat gepriift. Die 
Resultate sind in untenstehender Zusammenstellung zu sehen. Proben 
wurden herausgenommen, wenn die Reaktionsmischung gelbe Farbe 


mit Jod gab. 





Erstes Eluat Zweites Eluat Drittes Eluat 


mg Maltose Min. mg Maltose Min. mg Maltose 
8.1 17 7,0 ie 7,0 


Da nach jedem Schiitteln das Adsorbat nur abzentrifugiert wurde, 
wurde das Adsorbat nicht vollstandig von schon eluiertem Enzym 
befreit, was die Aktivitat des folgenden Eluats etwas vergréBert. Es 
ist deshalb anzunehmen, daB schon bei der ersten Elution iiber 50°, 
der Enzvmmenge eluiert worden sind. Zusammen sind hier etwa 60°, 
der adsorbierten x-Amylase eluiert worden. 

Vor der Adsorption gab die Enzymlésung, wenn ihre Aktivitat 
geprift wurde, 20,.9mg Maltose pro 5ccm Reaktionsmischung, da 
ihre Farbung mit Jod gelb wurde. Die zwei letzten Eluate gaben unter 
denselben Bedingungen nur 7 mg, obgleich sie keine einheitlichen 
z-Amylase enthalten. Schon nach dieser einzigen Adsorption ist aber 
eine erhebliche Verschiebung in den Mengenverhaltnissen der beiden 
Amylasen eingetreten. Die einheitliche z-Amylase dirfte unter diesen 
Bedingungen eine Reduktion geben, die nur etwa 5,3 mg Maltose 
entspricht. Die drei Eluate wurden gemischt und direkt ohne Dialyse 
das Trockengewicht bestimmt. Es wurde gefunden Sfayo — 10. 


6. Die Aktivitats-p,-Kurve. 


Nach dreimaliger Adsorption wurde die «-Amylasewirkung bei 
verschiedenem px bestimmt. Im px-Gebiet 4,01 bis 6,5 wurde Acetat- 
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puffer und bei px 6,73 Phosphatpuffer gebraucht. Bei Gelbfarbung 
der Reaktionsmischungen mit Jod entsprach die Reduktionsfahigkeit 
etwa 5,6 mg Maltose. pu wurde in den Reaktionsmischungen nach dei 
Probeentnahmen bestimmt. 


Tabelle VI. 





, Relative ‘ Relative 
Min. mg Maltose Geschwindigkeit Min. mg Maltose Geschwindigh« 


3,3 4 3.8 
46 j 7,1 
5,8 ” 9,8 
14,4 20,1 
3,8 34 
7,2 6,7 
9,3 in 9,3 
16,5 19,3 
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Das Optimum liegt hier zwischen py 4,7 und 5,2 und stimmt nicht mit einig 
der Kurve Ohlssons (4) iiberein, die eine schmale Optimalzone zwischen mit 
px 5,5 und 6 hat. Dies hingt wahrscheinlich damit zusammen, dali Mut: 
Ohlssons Methodik eine etwas andere war. In Abb. | ist die gestrichelte des | 
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Kurve die Aziditatskurve der unvorbehandelten .,Malzamylase* nach 
Wyrbdck (5). Man findet, daB die Kurven beinahe denselben Optimal- 
punkt haben, daB aber die Kurve der x-Amylase bedeutend schmaler ist. 


7. Die optischen Eigenschaften der entstehenden Produ).te der Stirkespaltung. 
a) Hydrolyse durch x-Amylase. 


Mit viermal adsorbierter x-Amylase aus Malz wurde der Starkeabbau 
optisch in einem 9%4,7-mm-Polarisationsrohr verfolgt. Die Reaktions- 
mischung enthielt 75 cem 2°,ige Starke, 10 cem n-Acetatpuffer von py 5,2 
und 10cem Enzymlésung. Temperatur 22°. Hg-Licht. Die Mutarotation 
wurde durch wasserfreie Soda aufgehoben. In Proben von 5 cem wurde 
die Reduktion nach Bertrand bestimmt und als Maltose berechnet. 


Tabelle VII. 





Drehung Drehung 
bei der direkten nach Aufhebung Farbe mit Jod mg Maltose Mutarotation 
Polarisation der Mutarotation 


0 (3,08) 3,08 
3 3,10 
5 8,12 3,12 blauviolett 

10 3,13 3,10 violett 

15 3,13 3,08 rot 

20 3,13 — gelbrot 

23 3,13 — gelb 

25 8,13 3,06 

30 3,10 — 

35 3,10 3,03 

40 3,07 ~— 

60 3,06 2,99 25,0 
120 2.95 2,91 29.5 
180 2,93 2,90 32,8 
300 2,90 2,90 35,7 

1480 2,79 2,79 42.0 


Nach 35 Minuten trat eine Triibung ein, und die Reaktionsmischung 
wurde deshalb vor der Polarisation in geschlossenen Zentrifugenréhren 
zentrifugiert. Die Triibung hangt wahrscheinlich davon ab, daB gewisse 
Zwischenprodukte leicht polymerisiert werden. Wird namlich die 
teaktionsmischung, nachdem sie keine Farbung mit Jod mehr gibt. 
einige Minuten gekocht, so gibt sie nach dem Erkalten blaue Farbe 
mit Jod. Die Differenzen der Drehungen vor und nach Aufhebung der 
Mutarotation sind nach Tabelle VII klein. Sie zeigen aber die x%-Natur 
des Enzyms und stimmen mit den Untersuchungen Ohlssons (6) iiberein. 
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b) Hydrolyse durch [}-Amylase, 

Nach mehrmaliger Adsorption mit Starke wurde die in einen 
Malzauszug zuriickbleibende §-Amylase durch Alkohol gefallt und de: 
Niederschlag in Wasser gelést. Diese Lésung wurde auf ihre 6-Eigen 
schaften gepriift. 

Die p-Natur der in der Restlésung zuriickbleibenden Enzyme geht 
aus der Tabelle VIII deutlich hervor. 


Tabelle VIII. 





Drehung Drehung 
Min. bei der direkten nach Aufhebung Farbe mit Jod mg Maltose  Mutarotatior 
Polarisation der Mutarotation 


0 (3,08) 3.08 

9 3.06 = 

4 3,01 _ 

5 2,98 3,04 blauviolett 13.6 + 0,06 
10 2,85 2.93 ‘ 22.3 + 0,08 
15 2,75 2.86 2 30.0 + 0,11 
20 2,65 2,82 a 36,3 + 017 
25 2.59 2,76 e 41,7 + 0,17 
30 2,54 2.71 a 45,0 + O17 
40 2,52 2,66 violett 46.8 + 0,14 
60 2.56 2,56 7 49,7 

120 2,58 2,58 rotviolett 59,0 
360 2,59 2.59 rot 54,1 


8. Vergleich der Adsorptionsfihigkeit verschiedener Adsorbenzien. 


Bei Vorversuchen wurde gefunden, daB viele starkeartige Substanzen 
a-Amylase aus Malzamylaselésungen selektiv adsorbieren. Ich habe 
deshalb eine Reihe von Adsorptionsversuchen ausgefiihrt, um dir 
_ relative Adsorptionsfahigkeit dieser Substanzen zu priifen. Die unter- 
suchten Adsorbenzien sind Reisstarke, Kartoffelstarke, lésliche Starke 
nach Lintner, Amylose, Amylopektin, Glykogen, Grenzdextrine nach 
a-Amylasewirkung — von Maltose befreit —, Dextrin (Schuchardt 
und Cellulose (Baumwolle wurde in 70% iger Schwefelsiure geldst, 
ausgefillt, gewaschen und getrocknet). Samtliche Stoffe wurden 
pulverisiert und durch dichte Seide gesiebt. Der Auszug aus Darrmalz 
wurde mit Alkohol bis zu 40 Vol.-°% versetzt und die Hauptmenge de1 
EiweiBstoffe durch Ca’ ausgefillt. Die Maltosekonzentration war 
etwa 4,6°%. px 5,2. In 25 ccm dieser Lésung wurde 0,5 g Adsorbens 
aufgeschlammt und bei etwa -+ 2° wahrend einer Nacht im Eisschrank 
aufbewahrt. 


Aus der Tabelle IX ersieht man, da8 saimtliche Adsorbenzien 
selektiv adsorbierten. Das beste ist Amylose, aber wegen der hohe 
Adsorptionstemperatur und hohen Maltosekonzentration wurde auch: 





Tabelle IX. 
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hier die Adsorptionsausbeute ziemlich klein. Von Interesse ist, da) 
die Sorptionsfahigkeit der Amylose nur wenig gréBer als die des Amylv 
pektins ist. 

9. Selektive Adsorption mit Ca,(P0O,).. 


Nachdem die selektive Adsorption von x-Amylase an so viele: 
der Starke nahestehenden Substanzen dargetan wurde, habe ich einig: 
anorganische Stoffe als Adsorbens gepriift. CaCO, gab keine Adsorption 


Es gelingt aber, selektive Adsorption mit Ca,(PO,4),, nach Wi// 
stitter hergestellt, zu erreichen. Die hier angegebene Methode ist noch, 
nicht naiher ausgearbeitet worden, zeigt aber deutlich, daB eine 
hebliche Verschiebung der gegenseitigen Mengen der beiden Amylaser 
in Malzausziigen zu erreichen ist. Mit der friiheren Methode kombiniert 
wird vielleicht diese Methode von Bedeutung sein. Sie stimmt mit 
der friiheren Methode darin iiberein, daB eine gewisse Alkoholkonzentra 
tion notwendig ist und daB die Sorption durch Kalte begiinstigt wird 
Sie hat aber den Vorieil, daB die Adsorption momentan ist. 

Folgende Versuchsreihe wurde ausgefiihrt. Ein an x-Amylase ziemlich 
reicher Niederschlag wurde mit Wasser extrahiert und nach Zusatz von 
Alkohol zu 40°, als Adsorptionslésung gebraucht. Je 27cem mit ver 
schiedenem py wurden bei — 2° mit leem Ca,(PO,).-Aufschlammuny 
(= 0,04 g) vermischt und nach 10 Minuten zentrifugiert. pq wurde in den 
Restlésungen bestimmt. Vor der Adsorption brauchte 1 cem der Enzym 
lésungen 11 bis 12 Minuten, damit die Reaktionsmischung gelbe Farbe mit 
Jod gab, und die Reduktionsfahigkeit pro 5cem Lésung entsprach dann 
in samtlichen Fallen 12,1 mg Maltose. 


Tabelle X. 





Adsorbierte 


Restlisungen Min. mg Maltose Farbe mit Jod = jou. 
pu 4,7 12 1,8 blau 85 
138 13,3 gelb 91 
Px 5,3 11 2,3 blau 81 
104 16,8 gelb 89 
pu 6,4 11 3,5 blau ? 71 
94 22,8 gelb 88 
pu 7,0 11 4,0 blauviolett 67 
82 24,7 gelb 86 
Pu 7.5 11 3,9 blauviolett 68 
54 17,3 gelb 79 


Wie aus Tabelle X hervorgeht, wird die totale Adsorption durc! 
Erniedrigung von px deutlich mehr beeinfluBt als die Adsorption von 
a-Amylase. Bei px 7,0 ist die Selektivitat am meisten ausgepragt. Da 
wird hauptsachlich «-Amylase adsorbiert. 
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Die Adsorbate wurden ohne vorhergehende Waschung mit Alkohol 
n je 25 cem Wasser (ohne Pufferzusatz) aufgeschlammt und einige Minuten 
veschiittelt. Hierbei tritt Elution ein, und die Aktivitaét der Eluate wurde 
vepriift. Die Resultate sind in Tabelle XI zusammengestellt. 


Tabelle XI. 





Pu bei der Adsorption Min. zur Gelbfirbung mg Maltose 


4,7 58 
5.3 47 
6,4 20 
7,0 19 
7,5 18 


*Etwa 70°, a-Amylase eluiert. 


Nach Tabelle XI tritt bei dieser Elution eine neue Trennung 
zwischen x- und f-Amylase ein. Durch Elution bei verschiedenem py 
ist dies spiter bestatigt worden. 


10, Adsorption von Pankreasamylase. 

Im Gegensatz zu Malzamylase, die waihrend mehrerer Dezennien 
als cine Mischung von wenigstens zwei Enzymen angesehen worden ist, 
ist Pankreasamylase als einheitliches Enzym betrachtet worden. Da 
durch Adsorption mit Starke in alkoholischer Lésung eine Trennung 
der beiden Amylasen im Malz erreicht werden kann, war es von Interesse 
zu sehen, ob einige Veranderungen in der Wirksamkeit von Pankreas- 
amylase nach gleichartiger Adsorption eintreten. Amylaselésungen 
wurden hergestellt durch Extraktion aus trockenem Pankreaspulver 
mit Wasser (1g pro 50cem H,O). Das Pankreaspulver wurde nach 
der Methode Wolstdtters (7) hergestellt. Reaktionsmischungen wie 
friiher, aber mit Phosphatpuffer (pu 6,8) und 0,02 n NaCl-Konzentra- 
tion. Die Adsorptionslésung enthalt 1°, Maltose. 5g Starke wurden 
zu 60 ccm Lésung gesetzt und im Eisschrank wahrend einer Nacht 
aufbewahrt. 





Vor der Adsorption 

> . vac wr i ! 

(1/9, eem der Enzymliésung in der Mech Ger Adsorption 
Reaktionsmischung) 


ing Maltose Farbe mit Jod m mg Maltose Farbe mit 


2.0 blau f 1,0 blau 
8.1 rotviolett ; 4.0 blau 
11,0 rotgelb? 37 6,7 violett ? 


13,1 gelb 8H 14,1 gelb 
9 5) Adsorpt.) 
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Das Adsorbat wurde dann sechsmal mit je 15 cem 50°,igem Alkoho!| 
1°, Maltose enthaltend, gewaschen. Nach simtlichen Waschungen wurd: 
die Aktivitat des Waschmittels gepriift. Wenn die sechs Reaktions 
mischungen gelbe Farbung mit Jod gaben, was nach 11 bis 58 Minuten ein 
trat, entsprach die Reduktion pro 5ccem 13 bis 13,3 mg Maltose. Das in 
Waschmittel geléste Enzym entspricht also in seiner Wirkung vollstandi; 
dem der Ausgangslésung. 

Das Adsorbat wurde dann viermal mit je 15cem H,O  einig: 
Minuten geschiittelt und darauf in derselben Menge iiber Nacht auf 
bewahrt. Die Eluate gaben bei Priifung ihrer Aktivitat folgende Wert: 
2 3 4 5 
2 18 61 19 
5.3 14.9 14.6 14,6 


Nummer des Eluats ... 1 
Minuten zur Gelbfarbung. 6 


] 
Milligramm Maltose . . . 15,5 1 
Im Falle von «Amylase aus Malz wiirde die Maltosemenge be: 
Gelbfirbung mit Jod erheblich vermindert sein. Statt dessen ist sic 
hier etwas gesteigert. 
Da8 keine Verschiebung des pa-Optimums und keine Anderung 
im Verhaltnis zu Kochsalz als Aktivator mit adsorbierter Pankreas- 
amylase eintritt, diirfte aus Tabelle XLII hervorgehen. 


Tabelle XII. 





Mit 0,02 n NaCl Ohne NaCl 
pu der Reak- ———— — -—-- — ——— 
tionsmischung | yin, mg Maltose Farbe mitJod Min. mg Maltose Farbe mit Jou 





6,80 19 14,6 gelb 19 ce § violett 
44 14,9 gelb 

5,73 19 9,2 rotviolett 19 7,2 violett 
34 14,8 gelb 46 15,1 gelb 

5,23 19 5,9 violett 19 49 violett ’ 
51 14.6 gelb 66 14,7 gelb 


Die Verdnderungen, die durch Adsorption von Pankreasamylas 
an Starke eintreten, sind zu klein, um die Vermutung zu stiitzen. dats 
Pankreasamylase eine Mischung von Enzymen ist. 


Zusammenfassung. 

1. Der zeitliche Verlauf der Adsorption der x-Amylase an Starke 
wurde verfolgt (Tabelle I). 

2. Die Adsorptionsfaihigkeit der Starke wurde bestimmt. 

3. Die Aktivitats-py-Kurve der x-Amylase wurde bestimmt 
(Abb. 1). 

4. Die entstehenden Produkte der Wirkung der adsorbierten 
Amylase aus Malz mutarotieren abwarts. Die entsprechenden Produkte 
der nicht adsorbierten Amylase mutarotieren aufwirts. 
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5. Kartoffelstarke, lésliche Starke nach Lintner, Amylose, Amylo- 
pektin, Glykogen, Restdextrine, Dextrin (Schuchardt) und Cellulose 
adsorbieren selektiv wie Reisstarke. 

6. Selektive Adsorption mit Ca,(PO,), wurde konstatiert. 
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Darstellung von Glycyl-l-prolin 
nach dem Verfahren yon Emil Fischer. 


Von 


Emil Abderhalden und Wilhelm Niissler. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Foérderuny 
der Wissenschaften. ) 


Eingegangen am 9. September 1935. 
gegang ? 


Max Bergmann, L. Zervas, H. Schleich und F. Leinert! haben 
Glycyl- und I(-+)-Alanyl-l-prolin nach dem von den beiden zuerst 
genannten Forschern ausgearbeiteten Verfahren dargestellt. Aus dem 
Umstand, daB die Eigenschaften des ersteren Dipeptids von denen 
der von dem einen von uns (Abderhalden) und O. Zumstein® nach dem 
Verfahren von Emil Fischer (Kupplung von 1-Prolin mit Chloracety|- 
chlorid und Aminierung des Chloracetyl-l-prolins) gewonnenen ent- 
sprechenden Verbindung abwichen, bezweifeln .W. Bergmann und 
Mitarbeiter, ob wir das erwihnte Produkt in Handen hatten. Wir 
haben die Gewinnung von Glycyl- und Alanyl-l-prolin wieder auf- 
genommen®. Es gelang beim Glycyl-l-prolin ohne weiteres, die reine 
Verbindung in kristalliner Form zu erhalten und zwar in einer relativ 
guten Ausbeute. Es stellte sich jedoch heraus, daB das seinerzeit dar- 
gestellte Priparat insofern nicht rein war, als ihm Diketopiperazin 
beigemischt war. Es entsteht diese Verbindung auBerordentlich leicht 
und je nach den Bedingungen der Gewinnung von Glycyl-l-prolin in 
verschiedener Ausbeute. Wir hatten seinerzeit das sich bildende Oxy- 
acetyl-l-prolinamid durch Auskochen mit sorgfaltig getrocknetem 
Essigester entfernt, jedoch nicht lange genug extrahiert, um auch das 
entstandene, in Essigsiure recht schwer lésliche Anhydrid zu entfernen 
Der Umstand, da8 dem eine starke Ninhydrinreaktion liefernden Glycy!- 


 Zeitschr. f. physiol. Chem. 212, 72, 1932. 

2 Fermentforsch. 12, 1, 1930. 

3 Bei den ersten Wiederholungen war Herr Dr. O. Zumstein beteiligt. 
Es sei ihm auch an dieser Stelle fiir seine Mitwirkung gedankt. 
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|-prolin noch Anhydrid beigemischt war, erklart, weshalb es nicht 
gelingen wollte, das Dipeptid in Kristallform zu erhalten. Es waren 
ferner die Eigenschaften des Praparates durch die Beimischung stark 
beeinfluBt. Das nunmehr in reinem Zustande in Gestalt kleiner Prismen 
gewonnene Dipeptid zeigte F. 185° C (unkorr.). Es geht beim Schmelzen 
das Dipeptid unter Aufblihen in Anhydrid iiber. Es entstehen 
Nadelchen, die beim weiteren Erhitzen gegen 213°C (unkorr.). 
schmelzen. Bergmann und Mitarbeiter geben 185° (korr.) an. Die 
wisserige Lésung zeigte [«]!*° 100,16°*; Wert von Bergmann 

~ 113,8°. Glyeyl-prolin lést sich sehr leicht in Wasser, schwer in 
Alkohol. Das von uns dargestellte Glycyl-l-prolin zeigte Erepsin gegen- 
iiber das gleiche Verhalten, wie es Bergmann und Mitarbeiter fest- 
gestellt haben. Es ist ferner Glycyl-l-prolin auch nach dem Verfahren 
von M. Bergmann und L. Zervas gewonnen worden. Es erwies sich 
vollkkommen identisch mit dem nach dem oben erwaihnten Verfahren 
dargestellten. Wir beobachteten bei der Gewinnung des Glycyl-l- 
prolins tiber N-Carbobenzoxy-glycyl-l-prolin die Entstehung des Di- 
ketopiperazins. Es wird dadurch die Ausbeute an dem Dipeptid unter 
Umstinden wesentlich herabgesetzt. 

Wir haben auch die Darstellung von Alanyl-prolin wiederholt. 
Die Ausbeuten an diesem Dipeptid lassen sehr zu wiinschen iibrig. 
Dazu kommt, daB neben dem Oxypropionyl-prolinamid erhebliche 
Mengen von Anhydrid entstehen. Ferner tritt Racemisierung ein. 
Dieser Umstand stért die Gewinnung des dl-Alanyl-l-prolins auBer- 
ordentlich. Hier ist das Verfahren von Bergmann und Zervas ohne 
jeden Zweifel weit tiberlegen. Freilich ist die Ausbeute auch bei seiner 
Verwendung nicht groB (17°, der Theorie, berechnet auf Carbobenzoxy- 
alaninchlorid). Auch das 1(+-)-Alanyl-l-prolin, das M. Bergmann und 
Mitarbeiter dargestellt haben, erwies sich als hygroskopisch. Ein aus 
l-Prolin und d(—)-«-Brompropionylchlorid gewonnenes Dipeptid zeigte 
F. 181°C (unkorr.) und drehte nach links. Die geringe zur Verfiigung 
stehende Menge gestattete keine genaue Drehungsbestimmung ([z];)” 
etwa —96° in Wasser). (Bergmann fand 114,4°.) Es besteht kein 


Zweifel, daB zur Darstellung reiner, optisch aktiver Polypeptide das 


Bergmannsche Verfahren in manchen Fallen gegeniiber der Methode 
von Emil Fischer den Vorzug verdient. Das von uns seinerzeit fiir die 
Prifung auf Spaltbarkeit durch Erepsinlésung verwandte Alanyl-prolin 
war héchstwahrscheinlich mit Diketopiperazin vermischt. Hierauf 
diirfte die beobachtete geringfiigige Spaltbarkeit zuriickzufiihren sein. 
Das reine Dipeptid (auch das racemische) wird eindeutig von Erepsin- 


" 0 ™ ~ 
* Bei anderen Darstellungen wurde [a]; — 109.5°, 105.8° und 


115.8° gefunden. 
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lésung hydrolysiert. Es besteht die Méglichkeit, daB auch die tibrige: 
von dem einen von uns (Abderhalden) und O.Zumstein (1. ¢.) dar 
gestellten, Prolin enthaltenden Dipeptide eine Beimengung von Di 
ketopiperazin enthielten. 


Experimenteller Teil. 
Glycyl-l-prolin. 
1. Halogenkorper. 
a) Chloracetyl-l-prolin. 9,8 g Prolin wurden in der berechneten Meng: 


n-Natronlauge gelést und in bekannter Weise unter guter Kiihlung mit de: 
theoretischen Menge Chloracetylchlorid gekuppelt. Nach Anséuern mit 


n/5 Salzsiure wurde wiederholt ausgeathert. Die getrocknete atherische 


Lésung hinterlieB beim Eindampfen einen Riickstand, der alsbald kristalli: 
erstarrte. Zur Reinigung wurde mit Petrolather verrieben. Rohprodukt 
11,5 g. Umbkristallisation aus wenig Aceton; derbe, sechseckige Tafeln. 


F. 122°C (unkorr.). Eine 5,07°,ige Lésung in Wasser drehte — 5,73°: 
mithin [x}}8° — 113°. 


b) Bromacetyl-l-prolin. Die Darstellung war die iibliche. Ausbeute 5 
bei Verwendung von 5g Prolin. Umbkristallisation aus Aceton; derbe, 
sechseckige Kristalle, F. 123° C (unkorr.). 

0,0272 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 1,15 cem n/10 H,SO,. 

22,85 mg Substanz ergaben nach Carius 18,22 mg AgBr. 

Fiir C;H,)NO,Br (Molekulargewicht 236) berechnet 5,94°, N, 33,86 ' 
Br, gefunden 5,94°, N, 33,95°, Br. 

Eine 5,12 °,ige Lésung in Wasser drehte — 5°; mithin [ 2] 8° = — 97,69°. 

c) Jodacetyl-l-prolin. Kupplung von Prolin in der iiblichen Weise mit 
Jodacetylchlorid. Ausbeute bei Verwendung von 5g Prolin 3,5g Jod- 
kérper. Umbkristallisation aus sehr wenig Aceton; derbe, sechseckige, rein 
weiBe Kristalle, F. 132°C (unkorr.). 

0,0335 g Substanz verbrauchten nach Ajeldahl 1,25 cem n/10 H,SO, 

Fiir C;H,)NO,J (Molekulargewicht 283) berechnet 4,98°, N, gefunden 
§,22% N. 

Eine 7,21°,ige wasserige Lésung drehte — 6,26°; mithin [}}* 

— 86,82°. 
2. Aminierung 

a) des Chloracetyl-l-prolins. 8g Chlorkérper wurden in 100 ccm 
25°, igem wasserigem Ammoniak gelést. Nach dreitagigem Stehen bei 37° © 
wurde die Lésung unter vermindertem Druck zur Trockne verdampit. 
Das Eindampfen wurde zur Entfernung der letzten Spuren von Wasse: 
unter jeweiligem UbergieBen des Riickstandes mit absolutem Alkoho! 
wiederholt. Hierauf wurde der weiBe, schaumige Riickstand mit sorg 
faltig getrocknetem Essigester im Sozhlet-Apparat so lange extrahiert, bi- 
eine Probe beim Verdampfen keinen Riickstand mehr hinterlieB. Aus 
dem Essigester kristallisierte schon wahrend der Extraktion eine uneinheit 
liche Substanz', die gegen 190° C erweichte und bei 213° C (unkorr.) schmolz. 
aus. Menge 3,6g. Anhydridreaktion positiv. Der in der Hiilse verblieben: 


! Oxyacetyl-l-prolinamid (F. gegen 190°C (unkorr.) und nicht wie 1. ¢ 
S. 7 infolge eines Druckfehlers angegeben 90°!) + Diketopiperazin. 
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Riickstand gab keine Anhydridreaktion. Er wurde in Wasser gelést und 
ach der Silbersulfat-Barytmethode aufgearbeitet. Zur Reinigung wurde 
las Praéparat in wenig Methylalkohol aufgenommen und die Lésung unter 
\bkiihlung in einer Kaltemischung sehr vorsichtig mit absolutem Ather 
ersetzt. Kraftiges Reiben mit dem Glasstab beschleunigte die Bildung 
von winzigen stumpfen Nadeln. Die Kristalle wurden rasch abgesaugt, 
mit absolutem Ather gewaschen und dann im Hochvakuum bei 56° bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Ausbeute an ganz reinem Glycyl-l-prolin 
1,.2g. Es sei bemerkt, daB das Trocknen der stets etwas hygroskopisch 
bleibenden Kristalle (auch M. Bergmann erwahnt, da®B das von ihm dar- 
gestellte Glycyl-l-prolin ziemlich hygroskopisch war, 1. c. S. 79) bei héherer 
Temperatur zur Umwandlung in das Diketopiperazin fiihrt. F. 185° 
unkorr.), wenn man den Schmelzpunktskolben vor Einbringen des be- 
schickten Schmelzpunktsr6hrchens auf annihernd die erwihnte Temperatur 
erwarmt und dann ganz rasch auf 185° erhitzt. Stellt man in gewohnter 
Weise den Schmelzpunkt fest, dann beobachtet man ein schon unter 185° 
einsetzendes Aufblihen der Substanz unter Anhydridbildung. Dieses 
erstarrt zu vollig einheitlichen Nadeln und schmilzt bei 213°C (unkorr.). 

0,043 17 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 5,05 cem n/10 H,SO,. 

3,720 mg Substanz: 6,413 mg CO,; 2,40mg H,O. 

Berechnet fiir C;H,,0,N, (Molekulargewicht 172) 48,80°, C, 7,03°,, H. 
16,38 °, N; gefunden 48,40 °,, C, 7,22°, H. 16,38°, N. 

Eine 4,18°,ige wisserige Lésung drehte —4,25°; mithin [« 

— 100,16°. 

b) des Bromacetyl-l-prolins. Die Aminierung des Bromkérpers und 
die Isolierung des Dipeptids erfolgten in gleicher Weise, wie oben beschrieben. 
Ausbeute 0,55 g reines Glycyl-l-prolin bei Verwendung von 3,4 g¢ Brom- 
kérper. 

c) des Jodacetyl-l-prolins. Ausbeute an Glycyl-l-prolin bei Verwendung 
von 2,5 g Jodkérper 0,20 g. 

Aus den gemachten Erfahrungen ergibt sich, daB die beste Ausbeute 
bei Verwendung von Chloracetyl-l-prolin erhalten wird. 


)18° 
Ip 


Einwirkung von Erepsin auf Glycyl-l-prolin. 
Versuchsanordnung: Temperatur 37°, px 7,8; Substratkonzentration 
0,05 mol. Verfolgung der Aufspaltung nach der Methode von Wélistdtter- 
Waldschmidt-Leitz. Angewandt zur Titration 2 ccm. 





Zeit Azidititszawachs Aufspaltung 
Std. eem n/10-NaOH 9/5 


0,32 32 


0,47 47 
22 0,47 47 


Bei Verwendung von Trypsin-Kinase konnte keine eindeutige 
Einwirkung festgestellt werden. 


Alanyl-prolin. 
Hierzu sei nur kurz bemerkt, da®B die Kupplung mit d, l-x-Brom- 
propionylbromid in der iiblichen Weise erfolgte. Bei Verwendung von 
10g 1-Prolin gewannen wir 5 g des Bromkorpers. F. 142°C (unkorr.). 
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0,0365 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 1,4cecm n/10 H,SO, 
Fiir C,H,NO,Br (Molekulargewicht 250) berechnet 5,60°, N: gx 


funden 5,40°, N. Eine 3,75°.ige wasserige Lésung drehte — 2,16°; mith: 
80 es 
[x] - — 57,60°. 


Zur Aminierung verwendeten wir 4 g Bromkérper. Die ammoniakalisc}) 
Léosung wurde auch hier unter vermindertem Druck zur Trockne verdamp/' 
und zur Entfernung des Broms die Silbersulfat-Barytmethode verwendet 
Die halogenfreie Lésung wurde dann wieder zur Trockne verdampft, de 
Riickstand wiederholt mit absolutem Alkohol abgedampft und schlieBlic!, 
in heiBem, absolutem Alkohol aufgenommen. Die Lésung wurde dann nac} 
erfolgter Filtration soweit eingeengt, da®B gerade keine Kristallisation 
auftrat. Nunmehr wurde absolut trockener Essigester zugefiigt. Die dal 
entstehende Fallung wurde abgesaugt, wieder in wenig Alkohol auf: 
nommen und wiederum mit Essigester gefallt. Diese Prozedur fiihrten wi: 
wiederholt durch, um sicher zu sein, daB alle in Essigester léslichen Antei|: 
zur Entfernung kamen. Der schlieBlich verbleibende Niederschlag erwic- 
sich beim Extraktionsversuch im Soxhlet-Apparat als véllig frei an in 
genannten Lésungsmittel léslichen Substanzen. Wir lésten hierauf den 
in Essigester absolut unléslichen Teil in heiBem, absolutem Alkohol. Bein 
Abkiihlen kristallisierte Alanyl-prolin aus. Es erwies sich als inaktiy 
In der Mutterlauge war eine optisch aktive, mit Ninhydrin stark positiy 
reagierende Substanz vorhanden. Eine 2,47 °,ige wasserige Lésung drehte 

~0,81°; mithin [a]'8° = — 32,80°. Es handelte sich offenbar um d, | 

Alanyl-l-prolin, das jedoch noch mit dem Racemké6rper verunreinigt war. 
Vel. hierzu die von E. Abderhalden und O. Zumstein gefundene Drehung 
(92,689). 

0,0193 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 2,10 cem n/10 H,SO, 

Fiir C,H,,0,N, (Molekulargewicht 186) berechnet 15,05°, N, gefunden 
15,00°, N. 

Die Ausbeute an Dipeptid war so gering, daB das angefiihrte Verfahren 
zu seiner Gewinnung praktisch kaum in Betracht kommt. 


Zusammenfassung. 


Glycyl-l-prolin 14Bt sich im Gegensatz zur bisherigen Annahme. 
wonach bei der Einwirkung von Ammoniak auf Halogenacyl-proline 
ausschlieBlich das entsprechende Oxyacyl-prolinamid entstehen soll, 
in relativ guter Ausbeute durch Kupplung von 1-Prolin mit Chlor- 
acetylchlorid und Aminierung des Chloracetyl-l-prolins gewinnen 
Als Nebenprodukte treten Oxyacetyl-l-prolinamid und wechselnde 
Mengen von Anhydrid auf. Alanyl-prolin kann in entsprechende: 


. Weise dargestellt werden, jedoch ist die Ausbeute geringfiigig. 
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Neue biochemische Eigenschaften der Gallenpigmente. 


Il. Mitteilung: 


Uber den Einflu8 des Caleciumkations auf das himagglutinierende und 
himolytische Vermégen des Bilirubins. 


Von 


A. Clementi und F. Condorelli. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Kgl. Universitat, Catania.) 


(Eingegangen am 3. August 1933.) 


I. Zweck der Arbeit. 


Wir haben in friiheren Untersuchungen nachgewiesen, dad das als 
Natriumbilirubinat geléste Bilirubin auch in Lésungen, deren Konzen- 
tration unter 1 : 10000 liegt, deutliche Erscheinungen von Agglutination 
(mit anschlieBender Haimolyse) an den in Ringerscher Lésung suspen- 
dierten roten Blutkérperchen hervorrufen kann. 

Bei der komplexen Zusammensetzung der Ringerschen Lésung 
erschien es uns nicht uninteressant, Untersuchungen dariiber anzu- 
stellen, ob die Kationen der in der Ringerschen Lésung befindlichen 
Alkalimetalle oder Erdalkalien auf das Phanomen der Agglutination 
durch das Bilirubin im Sinne der Verstarkung wirken. Dazu veranlabte 
uns tiberdies die bekannte Tatsache, da die Anwesenheit von Kationen 
der Alkalimetalle die Agglutination von Bakterien férdert. 

Mit den vorliegenden Untersuchungen! beabsichtigen wir zu er- 
mitteln: 1. Ob die Hamagglutination durch das Bilirubin auch dann 
positiv ist, wenn die Aufschwemmung der roten Blutkérperchen statt 
in Ringerscher Lésung in einer 0,9° ,igen Kochsalzlésung vorgenommen 
wird. 2. Welche der in der Ringerschen Lésung enthaltenen Kationen 
eine starkere Wirkung auf die Hamagglutination durch das Bilirubin 
austibt. 3. Ob andere von den in der Ringerschen Losung vorhandenen 
verschiedenen Kationen von merklichem EinfluB auf das hamaggluti- 
nierende Vermégen des Bilirubins sind. 


II. Untersuchungsmethode. 


Was die Untersuchungsmethode betrifft, haben wir uns an die in den 
vorhergehenden Mitteilungen geschilderte Methodik gehalten*. Ein grund- 
1 Boll. Soc. Ital. Biol. Sper. 1933, Vol. 8. 
2 Neue biochemische Eigenschaften der Gallenpigmente, diese Zeitschr. 
238, 278, 1931. 
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sitzlicher Unterschied liegt in den vorliegenden Untersuchungen einma! 


darin, daB die Waschung der roten Blutkérperchen mit der allergr6Bten 
Sorgfalt ausgefiihrt wurde, indem mindestens fiinfmal mit einer Lésung 
von chemisch reinem Kochsalz zentrifugiert wurde, und ferner in dem 
Umstand, daB die Aufschwemmung der roten Blutkérperchen in einer 
0,9° sigen Lésung ganz reinen Chlornatriums, nicht aber in Ringerlésung, 
wie in den vorhergehenden Versuchen, erfolgte. 


Ill. Experimentelle Ergebnisse. 


1. Agglutinierende und lytische Wirkung des Bilirubins auf die in einer ganz 
reinen physiologischen Kochsalzlisung suspendierten roten Blutkérperchen. 

Um festzustellen, ob die Anwesenheit anderer Kationen als das Na 
fiir den Eintritt der Hamagglutination durch das Bilirubin giinstig ist, 
haben wir eine Reihe von Versuchen angestellt, in denen die roten Blut- 
k6érperchen in einer Lésung ganz reinen Kochsalzes aufgeschwemmt wurden. 


Ks ergibt sich aus unseren Versuchen (Tabelle I) folgendes: Wahrend 
die Agglutination der roten Blutkérperchen auf Zusatz kleiner Mengen 
von Natriumbilirubinat beinahe augenblicklich erfolgt, wenn die roten 
Blutkérperchen in Ringerlésung aufgeschwemmt wurden, tritt die 


Tabelle I. 


37°C. 2° ,ige Suspension von Rindererythrocyten 
in 0,9°/,iger Lésung von NaCl. 








: Hi&imolyse, 
ae Agglutination, Ablesung nach giscam i 
lésung — a 
sida 3 Min. 20 Std. 24 Std. 
0,01 ——- ++— ++——— 
0,02 adkic ue +> ++i-— 
0,03 no aah so ++- +++—— 
0,08 oo : ae $++++— 
0,05 —_-—— . es ee ee 
0,00 —-—— , ——— a ee 


37°C. 2°/,ige Suspension von Rindererythrocyten 
/o1f I y ) 
in Ringerlésung. 








Hamolyse, 
Bs ll Agglutination, Ablesung nach Pov neon pon IN 
lésung 
ein 3 Min. 20 Std. 24 Std. 
0,01 Apt +++ ++++— 
0,02 +++ +++ +++4+—- 
0,03 +++ +++ +++4+— 
0,04 +++ +++ ++++4 
pon +++ +++ +++++4 
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Verklumpung sehr langsam ein, wenn die roten Blutkérperchen in 
iner 0,9°% igen Lésung ganz reinen Chlornatriums aufgeschwemmt 
und vorher sorgfaltig mit der gleichen Chlornatriumlésung ausgewaschen 
wurden. Die Verzégerung wird geringer, wenn die roten Blutkérperchen 
in einer Lésung aufgeschwemmt sind, die mit im Handel befindlichen 
Kochsalz oder mit nicht ganz reinem Kochsalz hergestellt wurde. 
Aus dieser Tatsache muB8 demnach geschlossen werden, da die An- 
wesenheit von Kationen der Alkalimetalle oder Erdalkalien, welche 
vom Na® verschieden sind, unbedingt erforderlich ist, wenn der Zusatz 
von Bilirubin eine sofortige Agglutination bewirken soll. 

Andererseits haben wir ermittelt, daB es rascher zur Agglutination 
kommt, wenn es sich um Suspensionen von roten Blutkérperchen 
handelt, zu denen eine geringere Menge Bilirubin zugesetzt wurde (para- 
doxes Phainomen). 

Wir haben weiter festgestellt, daB die goldgelbe Verfarbung der iiber 
den agglutinierten roten Blutkérperchen stehenden Fliissigkeit schwacher 
war als in einer Bilirubinlésung von gleich starker Konzentration (in der 
ersteren war die goldgelbe Verfarbung aéuBerst schwach, in der letzteren 
hingegen von sattem Farbton). Wir glauben, die infolge des Auftretens der 
Verklumpung der roten Blutkérperchen zustandekommende Entfarbung 
der Bilirubinlésung als eine Erscheinung ansprechen zu diirfen, welche 
sinnfallig die Adsorption des Bilirubins seitens der roten Blutkérperchen 
im Augenblick ihrer Agglutination beweist. Diese Tatsache wird ja iibrigens 
auch indirekt und in hypothetischer Weise durch das sogenannte ,,paradoxe 
Phanomen“ dargetan; bei der durch spezifische Agglutinine hervorgerufenen 
Agglutination beruht ja das paradoxe Phanomen in der Tat auf der Adsorp- 
tion der Agglutinine seitens der roten Blutkérperchen. 


2. Agglutinierende und lytische Wirkung des Bilirubins auf in physiologischer 
Kochsalzlésung unter Zusatz anderer Chloride von Alkalimetallen oder Erd- 
alkalien aufgeschwemmte rote Blutkérperchen. 

Um festzustellen, welchem der vom Na* verschiedenen Kationen 
eine gréBere verstarkende Wirkung auf die vom Bilirubin erzeugte 
Hamagglutination zukommt, haben wir eine Reihe von Versuchen 
angestellt, in denen die roten Blutkérperchen in einer Kochsalzlésung 
aufgeschwemmt waren, welcher kleine Mengen CaCl, bzw. MgCly, 
KCl oder auch BaCl, zugesetzt waren. 

Es geht aus unseren Versuchen hervor, da die Anwesenheit von 
CaCl, in einer Menge von 0,2°/,, in einer mit ganz reinem Kochsalz 
hergestellten Lésung den sofortigen Eintritt der vom Zusatz kleiner 


Mengen von Natriumbilirubinat ausgelésten Verklumpung der roten 
Blutkérperchen zur Folge hatte; fehlte das CaCl,, so erfolgte die Agglu- 
tination nur sehr langsam. 


Die Anwesenheit anderer Chloride von Leichtmetallen (KCI, 
Ba Cl,, SrCl,) in gleich geringer Menge (0,2° 99) beschleunigte nicht merk- 
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lich die Agglutination der roten Blutkérperchen, welche auf Zusatz 
kleiner Mengen von Natriumbilirubinat langsam vor sich ging. Damit 
erscheint also der strikte Beweis dafiir geliefert, daB das Ca** ein 
die Hamagglutination durch das Bilirubin entschieden verstarkend: 
Wirkung besitzt. 

Man koénnte sich verleiten lassen, aus den vorliegenden Versuchen 21: 
schlieBen, daB die durch das Ca-lon ausgeiibte férdernde Wirkung spezifische: 
Natur sei; dieser Annahme steht jedoch entgegen, daB bei solchen Versuchen 
die Gleichheit der Konzentrationen zwar das Gewicht, nicht aber die Zalh! 
der Molekiile betrifft. Wir haben daher zu anderen Versuchen gegriffen, 
indem wir zur Kochsalzlésung die iibrigen Chloride der alkalischen Erden 
in aus den Molekulargewichten errechneten Mengen zusetzten, so dat; 
dadurch isomolekulare Lésungen entstanden; gleichzeitig haben wir den 
Promillegehalt des NaCl entsprechend herabgesetzt, um die physiologische 
Isotonie der Lésungen zu wahren. 


Die Anwesenheit von CaCl,, von SrCl, und von BaCl, in iso 
molekularen Mengen bzw. von 0,696, 0,996 und 1,308 g bei Kochsalz- 
lésungen bzw. von 8,304, 8,004 und 7,692°/,, hatte die sofortige 
Agglutination der roten Blutkérperchen auf Zusatz kleiner Mengen 
von Natriumbilirubinat zur Folge, wihrend die Agglutination nur sehr 
langsam vor sich ging, wenn die roten Blutkérperchen in einer 
Magnesiumchlorid oder Kaliumchlorid enthaltenden Lésung auf- 
geschwemmt wurden (Tabelle IT). 


Damit ist der Beweis geliefert, daB die Kationen Ba** und 
Sr++ mit dem Ca** die Eigenschaft gemein haben, die durch das 
Bilirubin bedingte Agglutination der roten Blutkérperchen zu_be- 
schleunigen. 


Tabelle II. 
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T 
leem leem leem leem leem leem 


1 


01,3 
olge 
Bilirubinlésung 0,00cem 0,02ccem | 0,03 cem 0,03 cem || 0,02cem 0,03 ecm 


Nach 25 Min. 16°C | 
Agglutination . | 
Hamolyse . 

Nach 60 Min. 16°C , 
Agglutination . 
Hamolyse . 

Nach 14 Std. 37°C 


Agglutination . | fe he el & 4 + 
Hamolyse. . . | + + re Fn 
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oige Suspension 
von Rindererythro- 
cyten in den 
Lisungen 


NaCl. . 7,692 ¢ NaCl. . 8,004¢¢ NaCl. . 8,304 


| H,O0 .. 1000 g HO .. 1000 g H.O . . 1000 
BaCl, . 1,308 g SrCl, . 0,996 g CaCl, . 0,696 g 


leem leem leem 


leem leem 
me | 
Bilirubinlésung || 0,02 cem 0,03 cem 0,02 cem 0,03eem || 0,02 cem 0,03 eem 


10 


Nach 25 Min. 16°C 
Agglutination . 
Hamolyse . 

Nach 60 Min. 16°C 
Agglutination . 
Hamolyse . 

Nach 14 Std. 37° C 
Agglutination . 
Hamolyse . 


IV. Schlubfolgerungen. 


1. Die in unseren vorhergehenden Untersuchungen zum ersten 
Male festgestellte charakteristische himagglutinierende Wirkung des 
Bilirubins auf in Ringerscher Lésung aufgeschwemmte rote Blut- 
kérperchen vollzieht sich sehr langsam, wenn die roten Blutkérperchen 
(anstatt in Ringerscher Lésung) in einer 0,9°,igen Lésung ganz reinen 
Kochsalzes suspendiert sind. 


2. Unter den in der Ringerlésung enthaltenen Kationen ibt 
das Calciumion eine sehr deutliche férdernde Wirkung auf das him- 
agglutinierende Vermdégen des Bilirubins aus. 

3. Eine ahnliche férdernde Wirkung auf das himagglutinierende 
Vermégen des Bilirubins erfolgt auch seitens des Ba- und des Sr-lons. 





Die Analyse des Serums mit der Ultrazentrifuge. 


Von 
Paul von Mutzenbecher. 
(Aus dem physikalisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Eingegangen am 31, August 1933.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Man wei seit langem', da8 aus Blutserum zwei Fraktionen darstell- 
bar sind, Serumalbumin und -globulin, die sich in chemischer und 
physikalischer Hinsicht voneinander unterscheiden. Sie werden heute 
vor allem durch ihre verschiedene Léslichkeit in Ammonium-, Magne- 
sium-, Natriumsulfat definiert; hierauf beruhen auch die gebrauch- 
lichsten Methoden zu ihrer quantitativen Trennung?. Sie sind ferner, 
um nur das Wichtigste hervorzuheben, verschieden in ihrem S-Gehalt, 
ihrem Sauren- und Basenbindungsvermégen, ihrem _isoelektrischen 
Punkt, ihrer Lichtabsorption, und, was uns hier besonders angeht, in 
ihrem Molekulargewicht. Die Messung dieser GréBe kann auf osmoti- 
schem Wege geschehen: Adair und Robinson® sowie Burk* haben an 
den Serumproteinen damit sehr genaue Resultate erhalten. Doch 
gibt die osmotische Messung nur Mittelwerte und la8t keine Ent- 
scheidung iiber die Einheitlichkeit der Substanz zu. Gerade dieses 
leistet nun die Svedbergsche Methode der Ultrazentrifugierung®. Die 
Auswertung des Sedimentationsgleichgewichts (Glgw.) laBt deutlich 
erkennen, ob die Substanz monodispers ist oder nicht. Noch weiter 


1 Zur Geschichte der Fraktionierung des Serums vgl. D. v. Klobusitzk y, 
Kolloidchem. Beih. 32, 382, 1931; s. auch Howe, Physiol. Rev. 5, 439, 1925. 

? Man findet auch heute noch bisweilen die irrtiimliche Ansicht, daf 
Globulin auch durch Unléslichkeit in H,O gekennzeichnet sei. Schon 
Hofmeister unterschied dagegen das wasserlésliche Pseudoglobulin vom 
unléslichen Euglobulin. 

3 G.S. Adair u. M. E. Robinson, Biochem. J. 2, 1864, 1930. 

4 N.F. Burk, J. of biol. Chem. 98, 353, 1932. 

5 T. Svedberg, Kolloidzeitschr. 36. Erginzungsbd., 53, 1925; 51, 10, 
1930 (Literatur). 





Analyse des Serums mit der Ultrazentrifuge. 


iuhrt die Messung der Sedimentationsgeschwindigkeit: diese erlaubt 
inter giinstigen Umstanden die getrennte Bestimmung der spezifischen 
Sedimentationsgeschwindigkeit (Sedimentationskonstanten: s) jeder 
Komponenten einer Mischung. 

Svedberg und Sjogren! haben die Serumproteine in reinem Zustande 
untersucht. Sie fanden fiir Albumin M = 69000, s = 44.10%, fiir 
Globulin M = 104000, s = 6,3. 10 °3*. 

Waren die beiden Hauptfraktionen somit in reiner Form gut 
vekennzeichnet, so wuBte man doch noch nichts iiber ihren Zustand 
im Serum. Wenn auch manches dafiir sprach, daB eine einfache Mischung 
vorliege — z. B. die Additivitaét der Viskositaét? und das Verhalten des 
osmotischen Druckes* —, so konnte sich doch andererseits die Vor- 
stellung von einem ,,Serummolekiil bilden, aus dem die Fraktionen 
erst bei der Darstellung entstehen. Diese Frage war nach dem oben 
Gesagten nur mit der Ultrazentrifuge exakt zu lésen. 


Methodisches. 

Wir geben im folgenden nur einen kurzen Uberblick iiber die 
Methodik der Ultrazentrifugierung und verweisen im tbrigen auf die 
Originalarbeiten Svedbergs*. Das Molekulargewicht eines Kolloids 
laBt sich aus der Konzentrationsverteilung im Sedimentationsgleich- 
gewicht nach folgender Gleichung berechnen, die auf Perrin zuriick- 
geht, aber hier in der fiir die Zentrifugierung giiltigen Form gegeben wird: 


“1 (1) 


Ein zweiter, indirekter Weg fiihrt iiber die Messung der Sedimentations- 
geschwindigkeit : um vergleichbare Zahlen zu erhalten, definierte Svedberg 
die ,,Sedimentationskonstante** durch die Gleichung 
dajdt 


w'* 2 


= (2) 
Sie ist also die spezifische Sedimentationsgeschwindigkeit bei der 
Beschleunigung 1. Mit dem Molekulargewicht ist sie verbunden durch 
die Beziehung: 


_ MQ—VD,) i 


1 T. Svedberg u. B. Sjégren, J. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 1928. 

* Die Sedimentationskonstanten sind auf Viskositaét und Dichte 
reinen Wassers bei 20° korrigiert. 

2 Rohrer, Schweiz. med. Wochenschr. 22, 555, 1922. 

3G. Adair u. M. Robinson, |. ¢. 

4 The Svedberg, lc. 8.2. Beschreibung der Apparate: Zeitschr. f. 
physik. Chem. 121, 65, 1926; 127, 51, 1927. 
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In diesen Gleichungen bedeuten: 
M = Molekulargewicht, 

== Winkelgeschwindigkeit der Zentrifuge, 

das spezifische Volumen des Kolloids, 
= die Dichte des Lésungsmittels, 
= Abstand vom Rotationszentrum, 
= Konzentration des Kolloids im Abstand z,, 
= molarer Reibungskoeffizient des Kolloids, 
R, T = Gaskonstante und absolute Temperatur. 


: 


Da / nicht direkt meBbar ist, kann man Gl. (3) im allgemeine: 
nicht zur Berechnung des Molekulargewichts benutzen. Nur fiir den 
Fall, daB die Reibung bei Diffusion gleich der bei Sedimentation ist, 
kann man f= RT'/D substituieren. Wie weit die Voraussetzung 
zutrifft, ist noch nicht sicher ermittelt. 


Die Ultrazentrifugen sind schnelle Zentrifugen, die eine Einrichtung 
zur Beobachtung der Substanz wahrend der Zentrifugierung besitzen 
Die Substanz befindet sich in einer kleinen sektorférmigen Zelle, deren 
Seitenwande aus Bergkristall bestehen; entsprechende Offnungen im Ge 
hause der Zentrifuge, an denen die Zelle beim Rotieren vorbeilauft, er 
méglichen photographische Aufnahme des Zellinhaltes. Es gibt zwei Typen: 
die kleinere Bauart mit maximal 12000 Umdrehungen pro Minute dient fii 
die Gleichgewichtsbestimmungen; sehr viel wirksamer ist der groBe Typ. 
der mit Olturbinen betrieben wird. Das kurz vor Beginn dieser Arbeit 
fertiggestellte neue Modell, von dem der Erbauer demnachst an anderer 
Stelle berichten wird', konnte mit maximal 60000 Umdrehungen pro 
Minute und einem wirksamen Radius von (im Mittel) 6,5 cm ein Kraftfeld 
erzeugen, das rund 260000mal so groB ist wie die Erdschwere. Bei dieser 
Geschwindigkeit ware ein Sedimentationsgleichgewicht nur noch in aller- 
nachster Nahe des Bodens zu beobachten; dagegen ist jetzt die Geschwindigq- 
keit der Sedimentation so groB, daB ein heememenee innerhalb weniger 
Stunden zu Boden sedimentiert. 

Zur Messung der Sedimentationsgeschwindigkeit muB die Lage der 
Grenze Kolloid—reines Lésungsmittel in Jedem Augenblick der Sedimen- 
tierung photographisch festgelegt werden. Dazu gibt es zwei Wege: Det 
eine benutzt die Lichtabsorption, die bei allen Proteinen geniigend gro 
ist, der andere die Brechkraft der Grenzschicht. 

Bei der Absorptionsmethode (A) wird mit Licht einer Wellenlange, die 
vom Kolloid, aber nicht vom Lésungsmittel, absorbiert wird, photographiert. 
Die Aufnahme wird photometrisch registriert; dabei resultiert eine Kurve. 
die den Grad der Piattenschwaérzung als Funktion des Abstandes vom 
Rotationszentrum (x) darstellt. Durch eine auf die gleiche Platte photo- 
graphierte Konzentrationsskala (Farbstofflésung abgestufter Konzentration ) 


1 Siehe auch 7. Svedberg u. I. B. Ercksson, J. Amer.Chem. Soc. 54, 3998, 
1932. Durch Neukonstruktion des Rotors und der Zellen sind nach Be- 
endigung dieser Arbeit 75000 Umdrehungen pro Minute (einem Kraftfeld 
von 400000mal der Schwere entsprechend) erreicht worden (persénliche 
Mitteilung). 
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wird die Umrechnung der Plattenschwarzung in relative Konzentrationen 
rmoéglicht, so daB man schlieBlich ¢ als Funktion von « erhalt. Der Ort, 
wo die relative Konzentration auf die Halfte gesunken ist, entspricht der 
Lage der Grenze im Zeitpunkt der Aufnahme. 

Bei der Refraktionsmethode (R)* wird eine Skala durch die im Rotor 
umlaufende Zelle hindurch photographiert. Dort wo die Lichtstrahlen, die 
von der Skala kommen, eine Diffusionsschicht durchsetzen. werden sie 
vebrochen und so das Bild der Skala verzerrt. Das MaB der Verschiebung 
eines Skalenstriches (1 Z) ist proportional dem Brechungsindexgradienten 
dn da, also auch dem Konzentrationsgradienten am entsprechenden Ort 
der Zelle. Tragt man die Verschiebung gegen die urspriingliche Skala auf, 
so erhalt man eine Kurve, die de dz als Funktion von « darstellt : am Ort 
der sedimentierenden Grenze hat sie ein Maximum. 

Sind mehrere Molekiilarten von geniigend verschiedener GréBe vor- 
handen, so bildet jede eine Grenze, jedem Molekulargewicht entspricht 
bei der Refraktionsmethode ein Maximum der dv da-Kurve, bei der Absorp- 
tionsmethode ein Wendepunkt in der Photometerkurve. Es leuchtet un- 
mittelbar ein, daB bei ungiinstigen Verhaltnissen die Refraktionsmethode 
eine Trennung deutlicher erkennen JaBt als die Absorptionsmethode. 

Welches sind nun die Bedingungen fiir eine meBbare Trennung zweier 
Molekiilgr6Ben ? Offenbar muB erstens die Geschwindigkeit der Sedimenta- 
tion so gro sein, daB die Differenz der zuriickgelegten Wege noch innerhalb 
der kurzen, durch die Ausmabe der Zelle festgelegte Strecke meBbar wird. 
(Die Héhe der Fliissigkeitssaule in der Zelle betragt etwa 11mm.) Hat 
man zweitens mit einer merklichen Diffusion zu rechnen, verbreitert sich 
also die scharfe Grenze wahrend der Zentrifugierung zu einer Diffusions- 
schicht, so muB nach Lamm* die Trennung so weit gehen, daB die Wende- 
punkte der dm da-Kurven sich nicht mehr berithren, um zwei deutliche 
Maxima zu erhalten (vgl. Abb. 3). 

Sei 2; der Abstand der Grenze der Molekiilart 7 vom Rotationszentrum 
zur Zeit t, u; die halbe Breite der Diffusionskurve im Wendepunkt, so mul 
sein: 

Lg — 1, > Ug + U4}. (4) 


Nach der Theorie der Sedimentation ist 


t 


*; fotat 


“0 - 
wr ae m (9) 

i 
hier ist a der Abstand des Fliissigkeitsmeniskus von der Rotationsachse, 
8; die Sedimentationskonstante der Molekiilart 7, « die Winkelgeschwindig- 
keit der Zentrifuge, ¢ = 0 der Zeitpunkt des Anlassens der Zentrifuge. 
Aus der von Wiener? aufgestellten Gleichung fiir die Diffusionskurve 

der Refraktionsmethode 


d 
Un ny Ny - 4 Dt (6) 
dr 2\ ta 
1 O. Lamm, Zeitschr. f. physik. Chem. A. 188, 313, 1926; A. 143, 177, 
1929. 
* Private Mitteilung. 
2 O. Wiener, Wied. Ann. 49, 105, 1893. 
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[z Abstand von der Nullinie (Diffusionsweg), 7, Brechungsindex de 
Lésung, %,) Brechungsindex des L6sungsmittels. D) Diffusionskonstant: 
folgt durch zweimalige Difterenziation, und aus 
Pn 
— 0): 
d rr 
u }2 Dt, 


somit als Bedingung fiir die Trennung 


t t 
& | wrdt &, | we dt 
0 0 


aee —e }2D,t+)2D,t, (5) 


wobei m und ¢ derart bedingt sind, daB bei gegebenem @ nach der Zeit 
erst ein Bruchteil der Zellange von den sedimentierenden Grenzen zuriick 
gelegt sein soll, damit im weiteren Verlauf der Zentrifugierung noch ge 
nigend Autnahmen zur Bestimmung der einzelnen Sedimentations 
konstanten gemacht werden kénnen. 

Der Wert fiir das Integral laBt sich aus den Daten einer Zentrifugierung 
leicht graphisch ermitteln. Setzt man die friiher gemessene Sedimentations 
konstante ein, sowie die von Svedberqg und Sjégren ermittelte Diffusions 
konstanten (die nach neueren Messungen zwar unsicher, aber eher zu hoch 
als zu niedrig sind), so zeigt sich, dab die Trennung von Albumin und 
Globulin mit der zur Verfiigung stehenden Zentrifuge leicht ausfiihrbar ist. 


Berechnung der Sedimentationskonstanten und des Mengenverhdltnisses der 
Komponenten. 

Die Refraktionsmethode liefert also bei einem Gemisch aus zwei 
Komponenten eine Kurve mit zwei Maxima. Um daraus die Sedimenta- 
tionskonstanten zu bestimmen, muB diese erst in die zwei Diffusions- 
kurven zerlegt werden, deren Resultante sie ist. Dazu spiegelt man den 
besser ausgebildeten Teil der Kurve um deren Mittellinie (s. Abb. 3) 
und subtrahiert dann graphisch: ist man richtig vorgegangen, so mub 
‘die Mittellinie der zweiten Kurve zur ersten parallel sein. Ist die 
Trennung noch wenig fortgeschritten (Abb. 3 zeigt eine sehr giinstige 
Aufnahme), so hat man keinen Anhaltspunkt fiir die Lage einer Mittel- 
linie. Man ist dann darauf angewiesen, zu probieren, bis die Symmetric 
der Kurven erreicht ist. Die Mittellinien miissen senkrecht auf der 
Grundlinie stehen. Ihre Abszisse entspricht dem Ort der idealen Grenze. 
Seien x, und x, die Abszissen der Mittellinien entsprechender Kurven 
aus zwei zur Zeit ¢; und ¢;; gemachten Aufnahmen, so berechnet sich 
s nach 

(X,, - 2) 


: 4 
(t,, — twa (9) 


Dies ist die Sedimentationsgeschwindigkeit bei der Temperatur rt und 
in der Salzlésung S. Um Werte zu erhalten, die nur von Eigenschaften 
des EiweiBmolekils abhaingen, korrigieren wir s, , auf Grund der 
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Gleichung (3) auf Dichte (0) und Viskositat (7;) reinen Wassers bei 20°, 
Der Reibungskoeffizient / setzt sich ja aus einem Faktor fiir die Form 
les Molekiils und der Viskositat des Lésungsmittels zusammen, vgl. 
las Stokessche Gesetz.) Es wird 


(10) 


l 


4, W, 20 ( ie 


8-99 Wird im folgenden einfach mit s bezeichnet. 

Aus den Diffusionskurven laBt sich die Diffusionskonstante nach 
Gleichung (7) berechnen. Die Ordinate der Wendepunkte und der sie 
verbindenden Sehne 2 uw ist zufolge (6): 

dn h 


d z=) | € 
wenn / die Héhe der Kurve ist. Mit einer von Lamm! berechneten 
Korrektur wird 


ur 
(1 —q' st). (11) 
3; 
Wenn absolute Zahlen verlangt werden, ist dieser Wert auf 20° 
und die Viskositat reinen Wassers bei 20° umzurechnen nach 


293 Nz, s 


Do, —— D, 3° 
" , 7 1/20, 0 


Fir den Zweck einer Serumuntersuchung war es nun auch sehr 
wichtig, das Mengenverhaltnis der Komponenten ¢, ¢, aus der Zentri- 
fugierung ermitteln zu kénnen. Das ist in der Tat méglich. Nach 
Voraussetzung muB das Integral iiber eine Wienersche Diffusions- 
kurve [GI. (6)] (Brechungsindexgradientenkurve) proportional dem 
gesamten Konzentrationssprung zwischen den aneinandergrenzenden 
Lésungen sein, also gleich der Differenz der Brechungsindizes der 
Lésung n, und des reinen Lésungsmittels no. 

+ oe + x 
Pin fn, — 2 * 
—dz— : % 4Ptdyg—n 
: dx | 2|\Dtza ’ 
~ . 
Hier ist x das Refraktionsaquivalent der Konzentration. 

In unserem Falle diffundiert einmal die schneller sedimenticerende 

Komponente gegen die Lésung der langsameren, und weiter diese gegen 


das reine Lésungsmittel. Integrieren wir also die beiden aus der experi- 


1 QO. Lamm, |. e. (2). 
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mentellen Kurve erhaltenen Diffusionskurven graphisch, so erhalten 

wir unmittelbar: 

a My hy Cy (14) 
n,—n au, ¢, 

Die Konstanten 2%), und x4), sind von Adair und Robinson! 
bestimmt und sehr nahe gleich gefunden worden, so da man un- 
bedenklich a, x, = 1 setzen kann. 

Ein zweites Verfahren umgeht die umstandliche Integration. 
Setzt man in der Wienerschen Gleichung (6) z — 0, so erhalt man fiir 
den Wert der Ordinate im Maximum der Kurve 


‘dn n,—™n 
— h esi 1 0 r (15 
( Fides 2} aDt 


also in unserem Falle 
Ne, Cy hy Dy 
h, ) D, 
Nun nimmt die Konzentration in der Zelle infolge deren Sektor- 
form und infolge Wachsens der Zentrifugalbeschleunigung mit steigender 


16 
n,— No Cc ( ) 


1 1 


Entfernung vom Zentrum ab, und es verhalt sich nach Svredberg und 
Rinde?* . 

. (2, ” 
= (—). (17) 


Wir miissen also c,¢, noch mit 2? 2? multiplizieren, um das 
anfangliche Konzentrationsverhaltnis zu erhalten. 


Experimentelle Technik. 


Im einzelnen wurde wie folgt verfahren (s. Abb. 1): Licht von einer 
Hg-Lampe wird durch ein Nickeloxydglasfilter F) monochromatisiert, tritt 
durch den elektromagnetischen VerschluB V, in das Zentrifugengehause Sp, 
durchsetzt die Skala Sk und die im Rotor FR umlaufende Zelle und verlabt 
die Zentrifuge durch den zweiten VerschluB V,. Das Objektiv O und der 
Plattenhalter P vervollstandigen die optische Einrichtung. Die Skala ist 
in einem herausnehmbaren Rohr so angebracht, da®B ihr Abstand 6 von der 
Mitte der Zelle variiert werden kann. Im allgemeinen arbeitete ich mit 

- 


l, 4 


pf Pp 
a ico 
y 

R 


Abb. 1. Aufrifi der optischen Anordnung. (Zeichenerklarung im Text). 
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an Im ~~ —jJm — 


1G.S. Adair u. M. E. Robinson, Biochem. J. 24. 993, 1930. 
2 T. Svedberq u. H. Rinde, J. Amer. Chem. Soc. 46, 2677, 1924. 
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b 10cm, dem weitesten Abstand, der praktisch moéglich war, nur fiir 


unverdiinntes Serum wurde b 4genommen. Durch Variation der Schicht- 
dicke (Abstand der Bergkristallplatten in der Zelle) zwischen 1,5 und 12 mm 
konnte ein Konzentrationsbereich von 0.2 bis 8°,, umfaBt werden !. 
Nachdem die Zentrifuge ihre Héchstgeschwindigkeit erreicht hat. wird 
eine Exponierung gemacht, die zur Festlegung der Vergleichsskala dient. 
Dann folgen sechs bis acht weitere Aufnahmen in passenden Zeitabstanden 
(im allgemeinen 10 Minuten). Um zu kontrollieren, ob die Zelle wahrend 
der Zentrifugierung dicht bleibt, wurde neben jeder Skalenaufnahme eine 
solche mit Einstellung auf die Zelle gemacht. Im allgemeinen war eine 
Korrektur fiir Lecken der Zelle nicht nétig. Abb. 2 zeigt eine solche Skalen- 





Abb. 2. Skalenaufnahme (3 X vergropert) 
Versuch 109, Serum VI unverdiinnt. 
Man sieht deutlich die sehr starke Verzerrung zwischen 70 und 80, die dem Albumin, und 
die schwichere zwischen 60 und 70, die dem Globulin entspricht. M ist die .Marke*. 1 und 2 
sind mit verschiedenen Blenden, 3 mit Einstellung auf die Zelle aufgenommen. 


aufnahme; man erkennt deutlich die Verzerrungen, die zwei Maxima ent- 
sprechen. Am unteren Ende der Skala befindet sich das Bild der ,,.Marke**, 
ein Spalt in der Balancezelle der Zentrifuge. der dazu dient, die Entfernung 
vom Rotationszentrum genau festzulegen. Die Skalen werden in einem 
Komparatormikroskop vermessen, und zwar wird der Abstand jedes Skalen- 
striches von einem der Skalenstriche bestimmt, die in der Marke erscheinen. 
Aus der ersten Aufnahme wird durch Extrapolation thres unverzerrten 
Bereiches die Zahlenreihe der Vergleichsskala gewonnen. Nun wird jene 
MeBzahl der Vergleichsskala von der entsprechenden Zahl jeder einzelnen 
Aufnahme subtrahiert und die Differenz AZ als Ordinate gegen die MeB- 
zahl der verzerrten Skala als Abszisse aufgetragen*, Abb. 3. Auf diese 
Weise erhalt man direkt den scheinbaren Abstand jedes Kurvenpunktes 
von der Marke: um den wahren Abstand jedes Punktes der Zelle von der 
Marke zu erhalten, mu® fiir die photographische Vergr6Berung und 


1 Zwischen absoluter Skalenstrichverschiebung 47, Schichtdicke a 
und b besteht nach Lamm (|. e. 2) die Beziehung 
17 G ab dn da, 


wo G die photographische VergréBerung bedeutet. 
2 Lamm, |.c. (2), S. 182, Anm. 2. 
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unter Beriicksichtigung von 6 fiir die Divergenz des Strahlenbiindels 
korrigiert werden. Korrigiert man noch den in der Ruhe gemessenen Abstand 
der Marke vom Zentrum fiir die Deformation des Rotors bei der Tourenzah| 

des Versuchs, so erhalt man 





7. _ . ° . oe 
ade schlieBlich mit gentigende: 
Az 


& Genauigkeit den Abstand u 
Jedes Punktes vom Zentrum. 

Die Analysen des Serums 
; wurden nach dem klassischen 
gravimetrischen  Vertahren 
vorgenommen. Serum wurde 
mit Ringerl6sung auf das 
Zehntache verdiinnt, mit dem 
gleichen Volumen gesattigter 
Ammonsulfatlésung verset zt, 
gut umgeschiittelt und dure); 
ein gewogenes Filter filtriert. 


Q070 


G005 























G¥ 66 68 Der Niederschlag wurde vier 

x (Abstand vom Kotationszentrum)in cm bis fiinfmal mit halbgesat- 

Abb. 3. tigter Ammonsulfatlésung 

Pferdeserum II, Versuch 106, Exponierung VIL. gewaschen und die Wasch- 

c= 06em, a = 08em, b = l0em. fliissigkeit mit dem Filtrat 

vereinigt. Das Filter mit 

dem Globulinniederschlag wurde dann im Trockenschrank iiber Nacht 

auf 95° gehalten, mit heiBem Wasser bis zum Verschwinden der SO,- 

Reaktion und dann noch zehnmal gewaschen, im Vakuum getrocknet 

und gewogen; das Filtrat wurde auf dem Wasserbad bis zur vélligen 

Koagulation erhitzt, durch ein gewogenes Filter gegossen, gewaschen, 

getrocknet und gewogen, wie oben. Alle Wagungen erfolgten in verschlos- 
senen Wageglasern. 

Der GesamteiweiBgehalt wurde refraktometrisch nach Desed! bestimmt 
(KKonstanten: 0.00187 fiir das Refraktionsinkrement von 1°, Eiweils. 
0.00209 fiir den Serumrest). Die gravimetrisch gefundene Summe der 
Fraktionen war im Mittel 1,5°,, héher als der refraktometrisch gefundene 
Wert. 

Experimente. 

An die Spitze der Ubersicht iiber die experimentellen Ergebnisse ist 
eine Versuchsreihe tiber kiinstliche Gemische aus rein dargestelltem Serum- 
albumin und -globulin gestellt (Tabelle 1). Wir entnehmen daraus zunachst 
die Tatsache, daB die Vorausberechnung richtig und die Trennung der 
beiden Molekiile gut méglich war. Uber weitere Einzelheiten dieser Ver- 
suche wird im Zusammenhang gesprochen. 


Bemerkungen zu den Tabellen. Die Konzentration der zentrifugierten 
Lésungen ist immer definiert als g EiweiB /100 ¢ Lésungsmittel. Die Zentri- 
fugalbeschleunigung ist der Anschaulichkeit halber in Vielfachen der Erd- 
konstante g 980 dyn ausgedriickt. Das Mengenverhaltnis ist, wie im 
Text besprochen, aus /# und D mit der wahren Grundlinie berechnet. Die 
Zahlen geben die relative Menge des Globulins bezogen auf das Albumin an. 
Wo die relative Menge eines Spaltproduktes angegeben ist, ist auch diese 
auf Albumin als Einheit bezogen. 


1 PD. v. Desed, diese Zeitschr. 230, 373, 383, 1931; 2388S, 104, 1931. 








Citomische aus Alburmin und Chlobulin. 
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238 P. von Mutzenbecher: 


Die Sedimentationskonstante. 

In Tabellen II bis V sind die Analysen zweier normaler Pferd 
seren* und zweier normaler Menschenseren zusammengestellt; di: 
Pferdeseren waren zur Zeit der Versuche schon mehrere Monate alt 
die Menschenseren konnten in ganz frischem Zustande untersucht 
werden. Daraus entnehmen wir als wichtigstes Ergebnis: Serum enthdilt 
die gleichen Molekiile wie ein Gemisch aus Albumin und Globulin. Damit 
sind alle Theorien tiber ein Serummolekiil oder eine Komplexverbindung 
widerlegt. Wir kénnen insgesamt im Serum vier verschiedene Sedimen- 
tationskonstanten unterscheiden: neben Albumin (s = 4,5. 10-8) und 
dem Hauptmolekiil der Globulinfraktion (s = 6,8 .10-") kommen in 
geringen Mengen zwei weitere Molekiile mit den Konstanten s = 8 . 10 © 
und s = 17.10-™ vor, deren Mengen schaitzungsweise im Serum im 
gleichen Verhaltnis zum Globulinmolekiil stehen, wie in der isolierten 
Globulinfraktion (s. auch die folgende Arbeit). 


Konzentrationsabhdngigkeit der Sedimentationskonstanten. 


Die genannten Werte gelten fiir unendliche Verdiinnung (s,); die 
Sedimentationskonstante ist von der Konzentration abhaingig. Aus den 
gemessenen Zahlen wurde sx durch Extrapolation in folgender Weise 
gewonnen: Trigt man 1/s, als 





Funktion der Konzentration auf, 40 | 
so laBt sich durch die Punkte > x Pleraeserum $= (Albuminantei|) 
eine Kurve (hiufig eine Gerade) a oe 7 wie 7. 74 
legen, deren Verlangerung die "| -—— aus fig ¥ | 7 

£ g £ ’ | X y Fa 























0 oil 
a 2 ¥ *0 2 ¥ 6 8 0 
c (Ss Cc (g tim y) 
9 “asungsrRe) 7009 7,0, 
Abb. 4. Abb. 5. 
Bestimmung von «,, des Albumin- Sedimentationskonstante und Viskositit. 


anteils im Serum. 


Ordinatenachse im Punkte 1/s, schneidet. Wir haben dies Verfahren 
fiir den Albuminanteil von Pferde- und Menschenseren durchgefiihrt 
(Abb. 4), jedoch war die Geradlinigkeit nur beim Pferdeserum an- 
néhernd erfiillt. Auch die Punkte der Pferdeseren lassen sich vielleicht 


* Diese Seren sowie das in Tabelle VIII beschriebene Antidiphtherie- 
serum wurden uns vom Serologischen Institut in Stockholm zur Verfiigung 
gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren Dank sagen. 
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Lesser an eine gekriimmte Kurve anpassen; man findet jedenfalls eine 
vuffallend gute Giiltigkeit der einfachen Beziehung 

8x N . 8, (18) 
so da§S man durch Mittel der nach Gl. (18) umgerechneten gemessenen 
Werte die gleiche Zahl fiir s~ des Albumins erhalt wie oben (vgl. Abb. 5). 
Diese Ubereinstimmung mag zufallig sein; Menschenserum zeigt sie nicht, 
ebensowenig das bis zu noch héheren Konzentrationen untersuchte Oktopus- 
Hamocyanin}. 

Eine auch nur qualitative Deutung der Konzentrationsabhiangigkeit 
von s steht noch aus. Vielleicht laBt sie sich aus folgendem einfachen Versuch 
verstehen: Schiittelt man ein Pulver groBber Dichte (z. B. Kalomel) im 
Reagensglas mit Wasser auf und Jat dann sedimentieren, so beobachtet 
man eine starke Strémung nach oben. Eine hydrodynamische Durch- 
rechnung des Problems existiert meines Wissens noch nicht. 

Man kénnte erwarten, daf das schneller sedimentierende Globulin- 
molekiil mit steigender Gesamtkonzentration starker gebremst wird, das 
Verhaltnis s,/s, also mit der Konzentration steigt. Das Experiment gibt 
dafiir keinen Anhaltspunkt. Die Werte s,/s, streuen infolge der Unsicher- 
heit der Konstruktion der Einzelkurven sehr stark, lassen aber keine 
Abhingigkeit von der Gesamtkonzentration erkennen. Der Mittelwert 
0,66 +. 0,02 ist jedoch héher als das Verhaltnis der Konstanten der reinen 
Fraktionen (0,63). Wir miissen daraus schlieBen, daB eine relative Ver- 
zogerung der Sedimentation des schnelleren Molekiils durch das langsamere 
stattfindet, die aber in erster Naherung unabhingig von der Gesamt- 
konzentration ist. Demnach sind auch die Sedimentationskonstanten der 
eréLeren Molekiile um einen unbekannten Betrag zu niedrig. 


Die Bestimmung des Konzentrationsverhdltnisses leidet vor allem 
unter der Unsicherheit der Grundlinie. Wie schon erwihnt, léBt sich 
durch Auswertung der ersten nach Erreichung der Héchstgeschwindig- 
keit gemachten Aufnahme eine Grundlinie festlegen; die Kurven spiterer 
Aufnahmen liegen jedoch meist héher als diese. Eine Entscheidung 
dariiber, ob die urspriingliche Grundlinie (,,wahre Grundlinie‘‘, w. G.) 
oder die durch den tiefsten Punkt jeder Aufnahme gezogene Horizontale 
(,,scheinbare Grundlinie**, s.G.) fiir die Konzentrationsbestimmung 
zugrunde zu legen ist, kann theoretisch eindeutig noch nicht gegeben 
werden; wir wollen versuchen, sie auf Grund des Versuchsmaterials 
zu treffen. Dabei ist noch ein Fall auszuscheiden, der bei gealterten 
Seren bisweilen zu beobachten war: Die Kurven zeigen nicht nur 
gegen den Boden der Zelle eine zur X-Achse konvexe Aufwiartsbiegung 
(Riickdiffusion), sondern auch gegen den Meniskus?. Ein besonders 
deutliches Beispiel ist in der ILI. Arbeit dieser Reihe abgebildet. Man 


1 T. Svedberg u. I. B. Ericksson, J. Amer. Chem. Soc. 54, 4730, 1932; 
s. auch 7’. Svedberg u. Chirnoaga, ebenda 50, 1399, 1928. 

2 Das Maximum der Gradientenkurve liegt gewissermaBen jenseits 
des Meniskus; die integrale Kurve der Absorptionsmethode wiirde einen 
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kann diese Erscheinung erklaren, wenn man annimmt, daB die betreffend 
Substanz kleine Molekiile enthalt, deren Diffusionsgeschwindigkei: 
gréBer ist als ihre Sedimentationsgeschwindigkeit unter den Bedingunge), 
des Versuchs. Die Spalte ,,kleine Molekille’ bei Versuchen mit de 
Refraktionsmethode bezieht sich auf diese Erscheinung. Fir das 
Mengenverhiltnis bewirkt sie eine scheinbare Vergr6Berung des Albumin 
anteils, also eine Verkleinerung von ¢,/¢}. 


Tabelle VIT enthalt in den Kolumnen 3 bis 6 die Berechnung von ¢, ¢, 
mit der scheinbaren Grundlinie, und zwar sind in der fiinften die aus Héhen 
und Diffusionskonstanten berechneten Zahlen — die Korrektur der Gl. (17 
ist schon bei den Héhen (dritte Kolumne) angebracht —, in der sechsten di: 
durch Integration erhaltenen aufgefiihrt. Man sieht, daB der Héhenquotient 
sehr genau bestimmbar ist, auch bei Anwesenheit kleiner Molekiile. 
der mittlere Fehler ist nur bei Serum I! etwas gr6éBer als 3° 


'D. 
5 iat , ; - : : , 
wahrend der Faktor J D viel unsicherer ist. Ebenso wie die Bestimmuny 
1 


des Konzentrationsverhaltnisses durch Integration ist sie nur bei <Ab- 
wesenheit kleiner Molekiile durchzufiihren. Der Grund ist leicht ein 
zusehen, wenn man Abb. 3 betrachtet. Ein kleiner Fehler in der Kon 
struktion der Einzelkurven wird das Héhenverhiltnis nur wenig beriihren ; 
bei Integration der Kurve wird er schon staérker ins Gewicht fallen, am 
meisten jedoch bei Ermittlung der Diffusionskonstanten, da ja hier die 
Breite der Kurve im Quadrat eingeht. Es wire deshalb sehr wert voll, wenn 


D 
os 2 . P os y : “ 
man fiir 5 einen theoretisch begriindeten Wert einsetzen kénnte, 
1 


um die Genauigkeit des Héhenquotienten voll ausnutzen zu kénnen. Nimmt 
man an, daB die Diffusionskonstanten sich umgekehrt wie die Reibungs 
koeffizienten verhalten, und daB Mgjon = 138000 ist (vgl. die folgende 
Arbeit), so wird 


Dy __ hh M, 83 } 6,8 0.87 
dD, ho My, 8) 2.45 , : 

Nehmen wir das Mittel aus den Werten in Spalte 4 (mit Ausnahme 
des Serums V), so ergibt sich 0,83°. Wir werden also keinen groBen Fehler 
begehen, wenn wir diese Zahl allgemein einsetzen, wo eine Berechnung der 
Wurzel nicht méglich war (eingeklammerte Werte). Die durch Integration er- 
haltenen Werte stimmen mit den anderen befriedigend iiberein. In Spalte 9 
sind die Werte angegeben, die man mit der ,,wahren‘‘ Grundlinie erhalt. 
Der Unterschied gegen die Spalte 3 ist nur bei Serum VI und den kiinstlichen 
Mischungen gering, erreicht dagegen bei den Menschenseren sehr hohe 


spitzen statt einen rechten Winkel mit der dem Meniskus entsprechenden 


| | 
Vertikalen bilden, also nicht so SJ sondern so F verlaufen. Es 


ist wichtig, darauf zu achten, da man in solchen Fallen zu niedrige Werte 
fiir s erhalten kann. 
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Werte!. Das Mittel aus den Wurzeln betriagt hier 0,85, und wir haben mit 
lieser Zahl in Spalte 9 den Konzentrationsquotienten dort berechnet, wo 
die Wurzel nicht mehr genau bestimmbar war. Die Integration ist in diesem 
Falle nicht durchzufiihren. 

In Tabelle Vila sind die so berechneten Zahlen mit den analytischen 
Daten zusammengestellt, und zwar enthalt Spalte 2 die Mittelwerte aus 
Spalte 6 und 7 der vorhergehenden Tabelle, Spalte 3 die aus Spalte 10, 
Spalte 4 die analytisch gefundenen Quotienten. Da nun die Analyse auch 
die beiden gréBeren Molekiile mit erfaBt, deren Menge etwa 15°, von der 
des Globulins betragt, wurde in Spalte 5 vom analytischen Wert 15%, 
abgezogen. Die Ubereinstimmung ist relativ am besten zwischen Spalte 3 
und 5; man muB also wohl annehmen, da die wahre Grundlinie der richtige 
Ausgangsort ist. Die Bestimmung des Mengenverhaltnisses aus dem Dia- 
gramm der Zentrifugierung ist also nur dann befriedigend genau, wenn 
keine erhebliche Differenz zwischen w. G. und s. G. auftritt. 

Dies ist der Fall bei Serum VI (Tabelle VI) und bei zwei Versuchen 
mit kiinstlichen Mischungen. Beim dritten waren im Anfang der Zentri- 
fugierung geringe Konvektionen vorgekommen (man erkennt dies an einem 
einseitigen steilen Abfall der Kurven), daher der niedrige Wert der Wurzel. 
Trotz der Stérung kommt der Konzentrationsquotient mit einem relativ 
kleinen Fehler heraus. Es ist dies ein Beispiel dafiir, daB das Einsetzen 
des oben abgeleiteten Wertes fiir die Wurzel nur statthaft ist, wenn keine 
Anzeichen fiir Konvektionen vorhanden sind. 

Da die Konzentration des Albumins in den Mischungen infolge strenger 
Monodispersitaét des benutzten Praparates genau bekannt war, gewinnt 
man daraus einen unabhangigen Beweis fiir die Richtigkeit der ,,w. G.** 
Man kann ja aus dem Integral der Einzelkurve bei Kenntnis der Brechungs- 
indexkonstanten vermittelst der Lammschen Gleichung: 


dn Jz 
dx Gab 


die absolute Konzentration berechnen. Diese fallt bei Integration von der 
s. G. um 20°, zu klein aus: statt 0,32 geben die drei Versuche 0,27, 0,26, 
0,26. Von der w. G. ist die Integration nicht genau auszufiihren; man kann 
aber tiber die Kurven Trapeze konstruieren, deren Inhalt nur wenig kleiner 
ist als der der Kurve selbst. Verlangert man die Seiten eines solchen Trapezes 
bis zur w. G., so wird man sich dem gesuchten Wert stark annahern. Die 
Zahlen waren 0,32, 0,30, 0,29, also in viel besserer Ubereinstimmung mit 
dem richtigen Wert. 

Wir haben also in den Einzeltabellen fiir c,/c, die aus der wahren Grund- 
linie berechneten Werte eingesetzt. 


Konzentrationsabhdangigkeit des Mengenverhdltnisses. 


Der Quotient ¢,/c,, also die relative Menge des Globulins, nimmt 
mit steigender Konzentration stark ab. Der Héhenquotient nimmt 

1 Das Abweichen von der wahren Grundlinie scheint demnach eine 
Eigenschaft des Serums zu sein. Dies deutet darauf hin, da®B die Er- 
scheinung ahnlich zu erklaren ist, wie das vorhin mit kleinen Molekiile 
im Zusammenhang gebrachte Phinomen. Ein horizontaler Verlauf der 
Gradientenkurve bedeutet ja nur ein konstantes Steigen der Konzentrations- 
kurve. 
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noch starker ab, so daB der aus Héhen- und Konzentrationsquotient 
‘ i ee 
berechnete Wert fiir } D groBer als 1 wird (Tabelle VIIb). (Die direkt; 
2 

Bestimmung der Wurzel ist wegen der Schmalheit der Kurven = zi: 
unsicher; die Ergebnisse liegen in derselben Richtung.) Wenn diese: 
Effekt real ist, so wiirde das bedeuten, da®B der Globulinante! 
in der Albuminlésung schneller diffundiert als diese gegen das_ rein: 
Lésungsmittel. Doch ist wohl noch nicht sicher genug, ob die Voraus 
setzungen fiir die Giiltigkeit der Lammschen Methode auch hier erfiilli 
sind. Es ware deshalb erwiinscht, den oben genannten Befund auch mit 
der Absorptionsmethode nachpriifen zu kénnen, was bei der herabgesetzter 
Diffusionsgeschwindigkeit an sich mdglich sein sollte. Doch bieten Versuchy 
mit héheren Konzentrationen hier groBe Schwierigkeiten, da die Schicht 
dicke nicht beliebig verkleinert werden kann und man also zu sehr langen 
Belichtungszeiten genétigt ist. Ein orientierender Versuch wurde mit 
einer 3°, igen Lésung von Serum V gemacht, die Schichtdicke war 1,5 mm, 
die Plattensorte (Hauff-Réntgenplatten) etwa 2,5mal so empfindlich fiu 
kurzwelliges Ultraviolett, wie die sonst benutzte Imperial Process Platte. 
Trotzdem betrug die maximale Belichtungszeit 2 Minuten, was bei der 
Umlaufsgeschwindigkeit von 60000 Touren pro Minute noch bei weitem 
zu hoch ist. Das Ergebnis war demgema8 wenig eindeutig. Es zeigte sich 
aber dabei, daB zwischen der beim Anlassen der Zentrifuge gemachten 
Kontrollaufnahme und der ersten Autnahme nach Erreichung der Héchst- 
geschwindigkeit die gesamte Lichtabsorption um 20°,, abgenommen hatte. 
Das legt die Vermutung nahe, daB mindestens ein Teil des Globulins in 
konzentrierter Lésung zu gréBeren Molekiilen assoziiert ist, die einzeln in 
zu geringer Menge vorhanden sind, um noch erfaBt werden zu kénnen. Eine 
weitere Verfolgung dieses Befundes verspricht wichtige Aufschliisse iiber 
die Léslichkeit des Serumglobulins. 

Ein etwas anderes Bild erhaélt man, wenn man auch hier aus den Kurven 
der Refraktionsmethode die absoluten Konzentrationen auszurechnen 
versucht. Dies wurde bei den Seren I, V und VI durchgefiihrt. In allen 
drei Fallen ergab sich eine sehr gute Ubereinstimmung der Gesamtkonzen- 
trationen zwischen unverdiinntem und verdiinntem Serum, so daB die 


, Veranderung von ¢,/¢; als Verschiebung innerhalb der Fraktionen zu deuten 


wire. Immerhin mahnt die bekannte Fehlerhaftigkeit der Integration 
von der s. G. zur Vorsicht, und man wird am besten Versuche mit der neuer- 
dings erreichbaren héheren Geschwindigkeit abwarten, bevor man so weit- 
gehende Schliisse zieht, wie sie die obigen Ergebnisse nahelegen. 

Einige Versuche mit der Absorptionsmethode wurden im Anfang dieser 
Arbeit unternommen, um den EinfluB hoher Verdiinnung und verschiedener 
Lésungsmittel zu kliren. Da die damals erreichbare Héchstgeschwindigkeit 

. . = M84 + N8G 
zu gering war, konnten nur Mittelwerte fiir s gemessen werden ( ) 
m+n 
Zwischen 0,9°,iger NaCl und Ringerlisung war kein Unterschied fest- 
zustellen. Bei Serum I wurde in 0,2°,iger Lésung eine Erhéhung von s 
gefunden. Wieweit dies auf einer Anderung des Konzentrationsverhaltnisses 
beruht, war leider nicht zu entscheiden. (Ein entsprechender Versuch 
mit der Refraktionsmethode an Serum V — 162 — zeigte wirklich eine 
solche Verschiebung.) Im iibrigen stimmte s mit dem aus dem Konzentra- 
tionsverhaltnis (v.d.w.G.) berechneten Wert iiberein, wenn man die 
Lichtabsorption des Globulinanteils doppelt so gro8 annimmt, wie die des 
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Albumins (vgl. dariiber eine demnachst erscheinende Notiz). Bei Serum I] 
konnte das Eintreten einer Spaltung festgestellt werden: die Sedimen- 
tationskonstante sank 5 Wochen nach der Blutentnahme auf einen erheblich 
tieferen Wert. 

In beiden Seren betrug der Anteil unzentrifugierbarer Molekiile etwa 
3°, der gesamten Lichtabsorption. 


Spaltprodukte. 


Wir besprachen schon das Absinken der Sedimentationskonstanten 
mit steigender Konzentration; sie ist im unverdiinnten Serum etwas mehr 
als halb so groB wie im hochverdiinnten. Noch starker wird die Diffusions- 
konstante herabgedriickt, namlich 
auf rund ein Fiinftel. Das heiBt, die | ggg————________J 
Grenzen werden scharfer und die le 
Méglichkeit der Trennung zweier em 
MolekiilgrS5Ben wird vermehrt. Man 
kann in der Tat in unverdiinntem 
Serum Molekiile vom MG. des Oval- 
bumins von denen des Serumal- 
bumins trennen. Wir konnten uns 
iiberzeugen, das solche  kleineren 
Molekiile in frischem Pferdeserum G02 ' 
nicht vorkommen (s. Serum V und 
V1); wohl aber treten sie bisweilen 
bei gealterten Seren auf. Ein solcher 
Fall ist offenbar Serum II; bei a0? 
Serum VI (Tabelle VI) konnten wir 
den Verlauf der Alterung zeitlich 
bis zur nachweisbaren Spaltung ver- 
folgen. In diesem Falle war die re- 







Albumin | 
Q03 | | 


Spa/torodukt 


Globulin 


° i  — 
lative Menge des Spalt produktes sehr ; 60 
klein, wesentlich gréBer war sie bei Abb. 6 
Serum IT. (In den Tabellen auf den Spaltung bei Serum II. Versuch 82. 
Albuminanteil bezogen.) Eine solche Exponierung VI. 
Menge sollte sich auch im verdiinnten e= 72cm, a=0,2cm, b= 4em. 


Serum durch Verzerrung der Kurven 
deutlich machen. Da nichts davon zu bemerken war, miissen wir wohl 
annehmen, da’ das Spaltprodukt beim Verdiinnen noch weiter dissozi- 
iert und den Anteil der ,,kleinen Molekiile’’ vermehrt?. 

Die starkste Spaltung beobachteten wir beim Serum IV, wo sie schon 
am sechsten Tage eintrat. Das Serum wurde verworfen. 


Zwischen Pferde- und Menschenserum besteht ein betriachtlicher 
Unterschied im Mengenverhiltnis: Menschenseren enthalten relativ 
weniger Globulin, so wenig, daB hier sowohl s,, wie ¢,/¢, ungenauer 
werden. In unverdiinnten Menschenseren wird dafiir die absolute 
Konzentration des Albumins so hoch, daB der MeBbereich nach oben 
iiberschritten wird: die Verzerrung der Skala wird so stark, daB Striche 


! Siehe auch Anmerkung | auf 8. 243. 
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verdoppelt oder gar ganze Bereiche véllig ausgeléscht erscheinen (Fata 
morgana!) und eine kontinuierliche Kurve nicht mehr konstruiert 
werden kann. Menschenplasma hat, wie aus Tabelle V hervorgeht 
dieselbe Zusammensetzung wie daraus hergestelltes Serum: eine neu 
Sedimentationskonstante, die dem Fibrinogen zukommen_ kénnte 
wurde nicht gefunden. Vielleicht ist das Fibrinogen schon beim Aderlaf 
teilweise polymerisiert, vielleicht ist es auch sehr hochdispers. Weiter: 
Versuche miissen diese Frage entscheiden. 

In Tabelle VI ist ein Versuch mit inaktiviertem Serum mitgeteilt. 
Serum wurde 10 Minuten auf 58° gehalten, und ein Teil unverdiinnt, ein 
Teil verdiinnt untersucht. Man bemerkt das Auftreten einiger groBe1 
Molekiile, offenbar Aggregationsprodukte der Serumproteine. Die Mengen 
sind gering. 

Pathologisches Serum. 

Von hoher Bedeutung ist die Frage, ob sich pathologische Ver- 
aiinderungen von Seren mit der Methode der Ultrazentrifugierung nach- 
weisen lassen. Wir haben deshalb im Rahmen dieser Arbeit auch bereits 
einige Fille dieser Art untersucht. Als erstes sei ein Antidiphtherie- 
serum besprochen (Tabelle VIII). Seine auffalligste Abweichung vom 
gewohnten Bilde ist der hohe Wert des Konzentrationsquotienten : 
bei normaler Gesamtkonzentration ist der Globulinanteil so stark 
vermehrt, daB der Quotient im verdiinnten Serum gr6Ber als 1 wird. 
Diese Erscheinung ist schon seit langem auf anderem Wege festgestellt!. 
Ein zweiter sehr bemerkenswerter Unterschied gegen die normalen 


er dD, m ; 
Seren ist der niedrige Wert von | a 0,7 statt 0,85. Obwohl die 


Sedimentationskonstanten der beiden Hauptmolekiile innerhalb der 
Fehlergrenze normal sind, ist es also nicht ausgeschlossen, da das 
Molekulargewicht des Globulinanteiles im Serum gréBer ist als normal: 
dagegen spricht allerdings die Tatsache, daB am Globulinprdparat kein 
Unterschied gegen normales festzustellen war. Ohne uns auf eine 
Deutung festzulegen, kénnen wir jedenfalls sagen, daf Globulin im 
Antidiphtherieserum sich in einem anderen (physikalischen) Zustande 
befindet als im Normalserum. Wie es scheint, ist die Sedimentations- 
konstante eines der gréBeren Molekiile héher als normal: wir finden 
in einem Versuch s, = 13 statt s, = 9 (vgl. auch die folgende Arbeit) 

Vom Akademischen Krankenhaus Uppsala wurde uns das Serum 
eines schweren Myelomfalles, bei dem auch Bence-Jones-Proteinurie 
vorlag, zur Untersuchung itiberwiesen. Der Nachweis von Bence-Jones- 
Protein gelang weder im Reagensglas noch in der Zentrifuge. Im 
iibrigen zeigte die Analyse erhebliche Abweichungen vom normalen 


1 Siehe z. B. Doerr u. Berger, Z. Hygien. 98, 147, 1921. 
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Bild. Die Gesamtkonzentration war sehr hoch, = 10%. Deshalb 
konnte das Serum nicht unverdiinnt untersucht werden; die geringste 
Verdiinnung war 1:1. Bei dieser Konzentration war der Eiweif- 
quotient = 0,54, das Verhaltnis der Sedimentationskonstanten normal. 
Wir sehen hier bereits eine starke Vermehrung des Globulinanteils 
im Vergleich zu normalem Menschenserum. Wurde das Serum weiter 
verdiinnt, so erschien neben Albumin eine groBe Menge des Molekiils 
s = 9, neben dem das gewoéhnliche Globulin nur zum geringen Teil 
erhalten war. Aus den Kurven konnte auf die Anwesenheit geringer 
Mengen gr6éBerer und kleinerer Molekiile geschlossen werden. Leide: 
war die zur Verfiigung stehende Menge dieses interessanten Serums 
zu gering, um weitere Versuche damit anstellen zu kénnen, insbesondere 
das Molekulargewicht des Molekiils 9 nach Reindarstellung im Glgw. 
zu bestimmen. 

Die hohe Globulinkonzentration im Serum VI JaéBt vermuten, 
daB auch dieses pathologisch verindert war. Das Serum stammte 
von einem Pferde, das wegen Lahmens geschlachtet werden muBte ; 
vielleicht hat eine Verletzung Wundfieber im Gefolge gehabt. 

Selbstverstaindlich kénnen diese wenigen Versuche nichts anderes 
zeigen, als die Brauchbarkeit der Methode zur Feststellung gewisser 
physikalischer Veranderungen in Seren. Eine systematische Unter- 
suchung pathologischer Seren miBte zuerst durch weit zahlreichere 
Versuche mit normalen Seren eine sichere Basis schaffen. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird gezeigt, daB Serumalbumin und -globulin in der Ultra- 
zentrifuge mit der Refraktionsmethode getrennt werden kénnen, und 
daB es méglich ist, aus dem Diagramm das Mengenverhiltnis zu be- 


-stimmen. 


2. Normale Pferde- und Menschenseren wurden untersucht. Sie 
enthalten innerhalb des MeBbereiches vier verschiedene Molekiile, 
deren Sedimentationskonstanten in unendlich verdiinnter Lésung 
4,5; 6,8; 9; 17 sind. 

Die beiden ersten sind identisch mit den rein darstellbaren Frak- 
tionen Albumin und Globulin; sie bilden die Hauptmenge der Serum- 
eiweiBe; ihre Mengen verhalten sich in verdiinnten Pferdeseren etwa 
wie 2:1. Die beiden gréBeren Molekiile sind nur in geringer Menge 
vorhanden. 

3. Die Sedimentationskonstanten sinken mit steigender Kon- 
zentration der Seren, bei Menschenseren stairker als bei Pferdeseren. 


Heichfalls verandert sich das scheinbare Mengenverhaltnis derart, 
da8 in unverdiinnten Pferdeseren die relative Menge des Globulins 
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unter der Halfte des Wertes bei groBer Verdiinnung liegt. Eine sichere 
Deutung beider Vorginge war nicht méglich. 

4. Infolge starker Verzégerung der Diffusion ist in unverdiinnten 
Seren die Trennscharfe so groB, daB neben Seralbumin Molekile der 
haiben GréBe aachgewiesen werden kénnen. Diese kommen in frische 
Pferdeseren nicht vor, entstehen aber bisweilen bei Alterung der Seren. 

5. In verdiinnten Seren lassen sich noch kleinere Molekiile nach- 
weisen, die unter den Versuchsbedingungen unter sich schwanken. 
Die Anzeichen dafiir fehlen bei unverdiinnten Seren ganz und sind 
bei frischen, verdiinnten Seren nur sehr schwach. Eine exakte Aus- 
wertung derselben wurde noch nicht versucht. 

6. Die Untersuchung zweier pathologischer Seren zeigt, dab 
erhebliche Abweichungen von der Norm in den Mengenverhiltnissen 
vorkommen. In einem Falle war eins der sonst nur spurenweise vor- 
kommenden Molekiile auf 50°, des GesamteiweiBes vermehrt. 








Die Fraktionen des Serums. 
Von 
Paul von Mutzenbecher. 
(Aus dem physikalisch -chemischen Institut der Universitat Uppsala.) 
(Eingegangen am 31, August 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


A. Globulin. Als wir die Praparate fiir die in der vorangehenden 
Arbeit beschriebenen Versuche mit kiinstlichen Gemischen herstellten, 
erhielten wir Globulinfraktionen, die héhere Sedimentationskonstanten 
hatten als die von Svedberg und Sjégren! beschriebenen Praparate ; 
sie enthielten auBerdem immer Beimengungen gréBerer Molekiile. 
Es war also erwiinscht, die Globulinfraktion noch einmal griindlich 
zu untersuchen. 

In diesem Institut hatte schon frither K.O. Pedersen? bei seinen 
Globulinpraparaten héhere Werte gefunden, in einigen Fallen auch die 
Anwesenheit gréBerer Molekiile feststellen kénnen. Man konnte zunichst 
vermuten, daB den Sjégrenschen Praparaten, die meines Wissens nur aus 
ein oder zwei verschiedenen Seren stammten, zufallig abnormes Ausgangs- 
material zugrunde gelegen hatte. Es war also notwendig, ein gr6éBeres 

. Versuchsmaterial aus méglichst vielen verschiedenen Seren zu sammeln; 
wir haben deshalb aus allen im ersten Teil erwahnten Seren die Fraktionen 
rein dargestellt und teils mit der Absorptions-, teils mit der Refraktions- 
methode untersucht. Herr Pedersen war so freundlich, uns seine Ergeb- 
nisse, die nicht publiziert sind, zur Verfiigung zu stellen, so daB wir nun- 
mehr iiber Material aus mehr als zehn verschiedenen Seren verfiigen. 

Die Priaparate Pedersens sind nach der Vorschrift von Svedberg 
und Sjégren hergestellt. Der Verfasser hat einige Modifikationen mit 
dem Ziel einer Abkiirzung des Verfahrens versucht, ohne wesentliche 
Anderungen an den Praparaten zu bemerken. Wir empfehlen folgende 
Vorschrift, die sich eng an die Svedberg-Sjogrensche anschlieBt: 

Serum wird mit dem gleichen Volumen gesattigter Ammonsulfat- 
lésung versetzt, stark umgeschiittelt und iiber Nacht im Eisschrank unter 


1 J. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 1928; 52, 2855, 1930. 
2 Unveréffentlichte Versuche. 
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foluol aufbewahrt. Dann wird mit einer stark wirkenden Zentrifuge ab- 
ventrifugiert. Ist die Zentrifuge nicht stark genug, um klare Trennung 
cu bewirken, so muB8 filtriert werden, bei gréBeren Mengen zweckmabig 
in mehreren Trichtern (Kiihlraum, Toluol). Man wascht dreimal mit halb- 
gesattigter Ammonsulfatlésung und laugt schlieBlich das Filter mit Ringer- 
lésung aus, wobei zu groBe Verdiinnung zu vermeiden ist. Die Lésung 
wird wieder mit dem gleichen Volumen gesattigter (NH 4).8O,-Lésung 
gefallt und wie oben verfahren; dasselbe wiederholt man noch einmal und 
dialysiert schlieBlich gegen Ringerlésung in Kollodiumsiackchen. Die 
Konzentration der Lésungen wurde ent weder refraktometrisch nach Adair}, 
oder gravimetrisch durch Eintrocknen im Vakuum (Olpumpe, 2 mm Druck), 
oder schlieBlich, wenn die Lésung Phosphat enthielt, durch Hitzekoagulation 
in Gegenwart von Ammonsulfat bestimmt. Die Methoden gaben im all- 
gemeinen gut iibereinstimmende Werte. 


Tabelle I. 


Globuline nach K.O. Pedersen. 


Dargestellt nach Svedberg und Sjégren. Absorptionsmethode. 
g ‘ 0% ] 





8, - 1013 & . 1018 


6,65 
6.93 
6,94 
7,01 
7,35 


8. = 7,1.10°8 


Die Sedimentationskonstanten aus den Versuchsreihen Pedersens 
und des Verfassers stimmen ausgezeichnet tiberein, so daB der Wert 
8, = 7,1.10-8 wohl als gesichert gelten kann. In allen Praparaten 
finden sich nachweisbare Mengen gréBerer Molekiile. Zur genauen 
Bestimmung ihrer Konstanten kénnen wir nur die Versuche mit der 
Refraktionsmethode heranziehen. Das gréBte, das in allen Praparaten 
in vergleichbaren Mengen vorkommt (c,/¢c, liegt zwischen 0,05 und 0,2, 
und die Genauigkeit ist bei diesen kleinen Mengen so gering, daB diese 
Werte sogar identisch sein kénnen), hat im Mittel aus neun Versuchen 
s = 18,7.10-%, wahrend nur ein Versuch fiir das nachstniedere 
9,0 .10-% ergibt. Die Konstanten sind also ein wenig héher als im 
Serum, was vielleicht mit anderen Reibungsverhaltnissen zusammen- 


1G. S. Adair u. M. E. Robinson, Biochem. J. 24. 993, 1930. 
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hangt. Diphtherieglobulin enthalt statt dessen das Mol. 12*. Ferner 
sind in allen Praiparaten merkliche Mengen niedermolekularer Verun- 
reinigungen enthalten. 


Es lag am nachsten, zu versuchen, ob diese Molekiile sich in einer der 
Unterfraktionen anreichern lieBen. Wir haben also aut zwei verschiedenen 
Wegen Eu- und Paraglobulin hergestellt. 

a) Globulin VI wurde mit gesattigter Ammonsulfatlésung bis zu 
40°. igen Sattigung versetzt, gut umgeschiittelt und der Niederschlag 
abzentrifugiert. Dieser wurde 
dreimal mit dem Fallungsmitte! 
gewaschen, wobei viel koagu- 
lable Substanz in Lésung ging, 
in Ringerlésung aufgenommen 
und gegen Ringerlésung solange 
dialysiert, bis in der Auben 
fliissigkeit kein Sulfat mehr 
nachzuweisen war. Die Lésung 
war stark opaleszent.  (Ta- 
belle Ila, Versuch 147.) Die 
iiberstehende Lésung wurde 


Kleines 


Molokai! | gleichfalls dialysiert; da ihre 
\ | ; Konzentration sehr gering war 
; (—0,1°,), wurde sie im Vakuum 


a a 66. —~—«<i‘i“‘CS™*S eingeengt, wobei ein Gefrieren 
Abstand vom Rotationszentrum 2x incm 8 e 


nicht zu vermeiden war. (Ein 
Abb. 1. Globulin VI. Versuch 133. Expon. 4. Gaede-Straubscher Apparat 
e=05cem. a=08em. b= 10cm. stand leider nicht zur Vertfii- 
gung.) Die auf ein Zehntel 

ihres Volumens eingeengte Lésung wurde nochmals dialysiert, um ihre Salz- 
konzentration auf den normalen Wert zu bringen (Versuch 164, Lésung klar). 

b) Ein zweiter Versuch vermied die Verdiinnung. Serum (II) wurde 
mit dem halben Volumen geséttigter Ammonsulfatlésung versetzt, der 
Niederschlag abzentrifugiert und die Lésung durch Dialyse gegen Ringer- 
lésung vom Ammonsulfat befreit (Versuch 106). 

c) Eine andere Fraktionierungsmethode trennt die Fraktionen nach 
ihrer Wasserléslichkeit. Serum V wurde elektrodialysiert (nach Ettisch 
und Hwig') und aus der léslichen Fraktion das Paraglobulin durch Halb- 
sattigung mit Ammonsulfat ausgefallt. Der Niederschlag wurde gewaschen, 
aufgenommen, gegen H,O dialysiert und zum SchluB elektrodialysiert. 
Fiir die Ultrazentrifugierung wurde etwas Phosphatpuffer, pq 5,4, zugesetzt 
(Versuch 144). 


Ausgesalzenes Euglobulin enthielt also weniger von dem Molekiil 19 


als das Ausgangsmaterial; dafiir treten in kleinen Mengen noch héhere 
Aggregate auf. Paraglobulin (Salzfraktion) enthalt unverdnderte 


* Diese Werte sind noch um einen geringen Betrag fiir unendliche 
Verdiinnung zu erhéhen. Da die Fehlergrenze héher ist als beim Haupt- 
molekiil, kann die kleine Korrektur hier vernachlassigt werden. 

1G. Ettisch u. W. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928; 216, 401, 
430, 1929. 


Globulin. 


Tabelle IT. 
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Mengen des Molekiils 19 und erhebliche Mengen eines Spaltprodukte 
Vermutlich ist dies die Verunreinigung des Ausgangsmaterials, die hic: 
angereichert ist; dagegen war Euglobulin, soweit man sehen konnt: 
frei davon. In beiden Praparaten fehlt das Mol. 9; in beiden ist 
die Sedimentationskonstante niedriger als im Gesamtglobulin (= 6,5), 
sie naihert sich dem Wert des Sjégrenschen Priparates!. 

Aus dem Versuch 103 ergibt sich eine Abnahme des Globulingehalte~ 
aber kein Verschwinden des Molekiils 19. Das elektrodialytisch hergestellt« 
Paraglobulin schlieBlich hat dieselbe Zusammensetzung wie das ent- 
sprechende Gesamtglobulin, abgesehen vielleicht von einer geringen An 
reicherung des mittleren Mol. 12. 


Da fiir die Sedimentationskonstante des Globulins ein neuer Wert 
gefunden wurde, war es notwendig, auch das Molekulargewicht new 


zu bestimmen. 


Die Gleichung J ?7Ts/D(1 — Ve) ist nicht anwendbar, da dik 
aus der Zentrifugierung berechneten Diffusionskonstanten nicht zur Ube 
einstimmung zu bringen sind: ich erhielt mit der Absorptionsmethode bei 
der alten (langsameren) Zentrifuge — die ersten acht Versuche der Ta 
belle If — andere Werte als mit der neuen und hier wieder andere als mit 
der Refraktionsmethode. Offenbar enthalt die Berechnungsweise noch 
unbekannte Fehlerquellen. Messungen des Sedimentationsgleichgewichts 
machen beim Globulin groBe Schwierigkeiten: Die Lésungen sind ja 
polydispers, und wenn auch die relative Menge der Trabanten gering ist, 
so beschranken sie doch den auswertbaren Teil der Gleichgewichtskurve 
empfindlich. Nimmt man die Tourenzahl héher, so wird er zwar gréBer, 
dafiir wird aber die Kurve flacher und die Auswertung entsprechend un 
genauer. Ferner war in unseren Praparaten immer ein geringer Anteil 
unzentrifugierbarer Molekiile enthalten, fiir den korrigiert werden mubBte. 


Tabelle IIT. 


Globulin, Sedimentationsgleichgewichte. 





| os 9/9 unz. (nach Schluf 
lo ZL. : 
Umdrehung M im Geschw.-Versuch 


° I raparat Co min pro Min. esuir 
> } : 


0,02 12000  (5000— 79000) 

0.03 9090 (32000-10209) 25 %, 
0,94 9100 | (34000— 99009) 20%, 2 
0,06 6400 | (65 000—220 000) 


2 , O11 7 000 126 000 (korr. far 7°, unz.) 
22 : 0,2 7 400 135 000 » &% 

Die eingeklammerten Werte bezeichnen nicht etwa die Grenzen der 
vorkommenden Molekulargewichte; diese liegen vielmehr weit héher bzw. 
tiefer. Die Zahlen bedeuten also nur, daB ein polydisperses System vorliegt. 
und bezeichnen die GréBenordnung des mittleren Molekulargewichts. 


1 Die Senkung von s kann verschiedene Ursachen haben, z. B. Ver- 
. 


anderung der Gestalt des Molekiils. Eine Veranderung des Molekular- 
gewichts (Abspaltung) ist méglich, aber nicht wahrscheinlich. 
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SchlieBlich machte sich bei den Versuchen eine Empfindlichkeit des Globulins 
gegen Verdiinnung bemerkbar. Nimmt man die Anfangskonzentration ¢, 
kleiner als 1°, — die Konzentration sinkt wahrend des Versuchs, der 
3 bis 4 Tage dauert, im oberen Teil der Zelle je nach der Tourenzahl weit 
unter den Anfangswert (Cmin) —, so tritt Dissoziation ein, die sich bei einer 
KXontrolle der im Gleichgewicht gewesenen Lésung mit der Geschwindigkeits- 
methode in einer Senkung der Sedimentationskonstanten und einer Er- 
héhung des unzentrifugierbaren Anteils zeigt. Die Konzentration 1°, 
ist aber fiir die Erlangung guter photographischer Kontraste schon fast 
zu hoch. 


Unter Beriicksichtigung aller Fehlerquellen halten wir vorlaufig 
fiir den wahrscheinlichsten Wert: M = 138000 = 4 . 34500. 

Diese Zahl wird noch durch zwei andere Argumente gestiitzt: 
Ware WM = 103000, so miiBte nach der Berechnungsweise Svedbergs! 
das Globulinmolekiil annahernd spharisch sein; sein Reibungskoeffizient 
wire dann gleich dem des (unspharischen) Serumalbumins, und der 


D, 
theoretische Wert fir J D. ware 1. Experimentell fanden wir 0,85. 
i 


Ferner: Albumin assoziiert sich, wie spater gezeigt wird, unter gewissen 
Bedingungen zu gréBeren Molekiilen. Die Sedimentationskonstante 
des kleinsten ist (in Gegenwart von viel unverdindertem Albumin) 

6,6. 10-3, derselbe Wert, den Globulin im Serum hat. Zweimal 
Albumin ist aber 138000. 

Uber die Molekulargewichte der Begleiter des Globulins kénnen wir 
bis jetzt nichts aussagen; von ihnen ist lediglich die Sedimentations- 
konstante bekannt. Wir werden erst dann mehr dariiber erfahren kénnen, 
wenn Eiwei®bkérper mit denselben Sedimentationskonstanten isoliert und 
ihre Molekulargewichte bestimmt worden sind. 

B. Albumin. Von Svedberg und Sjogren war das kristallisierbare 
Albumin untersucht worden. Dies bildet bekanntlich nur einen Teil 
des im Serum vorhandenen Albumins. Wir haben nunmehr die 
Untersuchung auf die Gesamtfraktion ausgedehnt. 

Im folgenden wird diese mit Gesamtalbumin, das kristallisierte 
mit Albumin (nx krist.) und der in der Mutterlauge verbleibende Rest 
mit Conalbumin bezeichnet. 

Der einfachste und roheste Weg zur Herstellung von Gesamtalbumin 
ist, nach Ausfaillung des Globulins durch Halbsattigung mit Ammonsulfat 


die Lésung zu dialysieren und durch Elektrodialyse véllig von Kristalloiden 


zu befreien. (Tabelle 1Va.) 


1 Svedberg, Kolloidzeitschr. 51, 10, 1930. Vergleicht man den Reibungs- 
koeffizienten, der sich aus M7 und s nach Gi. (3) ergibt, mit dem aus der 
Stokesschen Gleichung fiir ein spharisches Molekiil vom Molekulargewicht M 
errechneten, so kann man entscheiden, ob ein Molekiil spharisch ist oder 
nicht. 


7? 








256 P. von Mutzenbecher: 


Ferner kann man nach Ausfallung des Globulins die Lésung mit 
Ammonsulfat saéttigen und so das Albumin aussalzen, den Niederschlay 
waschen, auflésen, dialysieren und eloktrodialysieren, wie oben. (Ta 
belle IVb.) 

Wie man sicht, fiihrt der erste Weg zu annaihernd monomolekularen 
Lésungen, die nur geringe Verunreinigungen durch kleinere Molekiile 
enthalten. Der zweite dagegen ergibt Lésungen, in denen relativ be- 
trichtliche Mengen gréferer Molekiile vorkommen: Wir finden die 
Konstanten 6,6 und 9.10-%. Eine Beimischung von Globulin ist 
auszuschlieBen, denn die nach a) hergestellten, also weniger gereinigten 
Lésungen enthalten ja keine gréBeren Molekiile ; man muB also annehmen, 
daB Albumin sich unter der Wirkung des gesattigten Ammonsulfats 
assoziiert: Den Konstanten 6,6 bzw. 9 kénnten wir demnach die Mole- 
kulargewichte Alb, = 138000 bzw. Alb, = 207000 zuordnen. 

Das kristallisierte Albumin wurde nach der Vorschrift von Svedberg 
und Sjégren hergestellt. Um ein Wiederauflésen der Kristalle beim Waschen 
zu vermeiden, wurde die dazu benutzte Ammonsulfatlésung méglichst 
stark genommen. Sérensen empfiehlt, durch Proben mit der Mutterlauge 
die Ammonsulfatkonzentration zu ermitteln, die in dieser gerade keine 
Faéllung mehr hervorruft, und eine Losung derselben Konzentration als 
Waschfliissigkeit zu verwenden. (Tabelle 1Vc.) 

Das Conalbumin wurde ebenso hergestellt wie das Gesamtalbumin: 
entweder wurde dialysiert und elektrodialysiert, oder durch Sattigen mit 
Ammonsulfat ausgefaéllt und dann dialysiert (Tabelle IVd). Die Konzentra- 
tionsbestimmung geschah in allen Fallen refraktometrisch und gravimetrisch 
durch Eintrocknen der elektrodialysierten Lésung im Vakuum. 

Die Ubereinstimmung der Sedimentationskonstanten des Haupt- 
molekiils ist befriedigend; s, ist gleich 4,45. 10-3, die Versuche 30, 
35 und 67 wurden bei der Mittelbildung nicht beriicksichtigt. Versuch 67 
ist offenbar ein MeBfehler (es war Konvektion vorgekommen); an 
der Richtigkeit von Versuch 30 und 35 zu zweifeln, liegt aber kein Grund 
vor. Es scheint also, als ob die Lésung anfangs aus halben Molekiilen 
bestand, die sich im Laufe von 10 Tagen gréBtenteils wieder assoziierten. 
Im Hinblick auf die in der folgenden Arbeit mitgeteilte spaltende Wirkung 
des Ammonsulfats ist dies nicht unwahrscheinlich, zumal die Reinigungs- 
dialyse nur relativ kurze Zeit (5 Tage) gedauert hatte. Wie Svedberg 
und Sjégren fanden wir, daB das Auftreten unzentrifugierbarer, nieder- 
molekularer Spaltstiicke durch mehrfaches Umkristallisieren begiinstigt 
wird; von einer Dissoziation bei Verdiinnung konnten wir dagegen 
nichts bemerken, obwohl wir mit der Konzentration bis 0,07 °, herunter- 
gingen. Die Diffusionskonstante zeigt noch gréBere UnregelmaBigkeit 
als beim Globulin. Die wahrscheinlichsten Werte sind: 3,65 fiir die 
Refraktions- und 5,2 (Mittelwert) fiir die Absorptionsmethode; sie 
stehen im gleichen Verhiltnis wie die entsprechenden Werte beim 
Globulin (2,7 und 4,0). Wenn auch die Werte selbst kaum richtig sein 
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diirften, so stehen sie doch im richtigen Verhaltnis zueinander. Di: 
Derov. 
Daw. 
der aus Molekulargewicht und Reibungskoeffizient berechnete Wert 
war 0,87. 

Conalbumin war iramer polydispers. Es enthalt wahrscheinlich 
ebenso wie das ausgesalzene Gesamtalbumin doppelte und dreifache 
Albuminmolekiile. 

Die mit Fragezeichen versehenen Werte fiir den unzentrifugicr- 
baren Anteil sind um einen unbekannten Betrag zu hoch, infolge eines 
Fehlers an der Apparatur, der eine Zeitlang unbemerkt blieb. 


wird hier = 0,86 bzw. 0.88. 


in der ersten Arbeit besprochene Zahl ] 


Das Molekulargewicht des Molekiils mit der Sedimentations. 
konstante 4,5 .10-'8 wurde schon von Svedberg und Sjégren zu 65000 
bestimmt. Ein Kontrollversuch bestitigte diesen Wert. 


Zusammenfassung. 


1. Die Sedimentationskonstante des Globulins wurde neu bestimmt. 

2. Durch Halbsittigung mit Ammonsulfat hergestelltes Serum- 
globulin ist polydispers. Ein Molekiil mit der Sedimentationskonstante 
7,1.10-% bildet den Hauptanteil. Daneben erscheint immer ein 
s = 19.10-% und bisweilen ein s = 9,0. 10-, schlieBlich noch geringe 
Mengen kleinerer Molekiile. 

3. Das Molekulargewicht des Hauptanteils ist bisher nicht sicher 
ermittelt. | Als wahrscheinlichsten Wert geben wir M = 4.34500 
= 135000. 

Die Molekulargewichte der beiden gréBeren Molekiile sind nicht 
bekannt. 

4. Serumalbumin wurde nach verschiedenen Methoden dargestellt 
Nur durch Dialyse gereinigtes Gesamtalbumin zeigte geringe Bei- 
mischung kleiner Molekiile. Wurde es durch Ganzsittigung mit Ammon- 
sulfat ausgefaillt, so war es mit gréBeren Molekiilen verunreinigt, dic 
wohl Assoziate aus mehreren Albuminmolekiilen sind. Kristallisiertes 
Albumin ist hiufig durch unzentrifugierbare Bruchstiicke verunreinigt, 
kann aber voéllig monodispers erhalten werden. Das aus der Mutterlauge 
gewonnene Conalbumin ist teilweise assoziiert, wie ausgesalztes Gesamt- 
albumin. 

5. In simtlichen Albuminpraparaten hat das Hauptmolekiil dic 
Sedimentationskonstante s = 4,5. 10-%. 
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Dissoziationen und Assoziationen der Serummolekiile. 


Von 


Paul von Mutzenbecher. 
(Aus dem physikalisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Eingegangen am 31. August 1933.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Im folgenden werden einige Versuche mitgeteilt, in denen Ver- 
anderungen an den Serummolekiilen durch die Darstellungsweise 
nachgewiesen werden. Es zeigt sich hier wieder, wie niitzlich die Methode 
der Ultrazentrifugierung fiir eine Kritik der iiblichen Darstellungs- 
methoden ist. Ferner gehért in diesen Rahmen die Verinderung durch 
pu-Verschiebung, d.h. die Festlegung des Stabilitiatsbereiches der Serum- 
molekiile. 

a) Sédrensen' kommt auf Grund ausgedehnter Léslichkeitsversuche 
zu dem Schlu8, daB die Serumproteine mit steigender Verdiinnung 
dissoziieren. Er hat aber alle seine Versuche in hochkonzentrierten 
Ammonsulfatlésungen angestellt, so daB seine Schliisse nur fiir diese 
Systeme Geltung haben und der Einwand mdglich ist, daB es sich dabei 
um eine Wirkung des Ammonsulfats handelt. 

Wir kénnen zu diesem Problem eine Versuchsreihe beisteuern 
(Tabelle 1), die vor allem das Verhalten der Sedimentationskonstanten 
gegeniiber steigenden (NH,),SO,-Konzentrationen — betrifft. Wir 
hofften anfangs, auf diesem Wege gréBere Spaltstiicke nachweisen zu 
k6énnen, nachdem die ersten Versuche (mit der A.-Methode) eine starke 
Senkung von s ergeben hatten. Die Versuche sind jedoch in diesem 
Punkte nicht eindeutig, wenn es auch scheint, als ob s,),), im Rahmen 
der Versuchsgenauigkeit konstant bleibt und nur s,), sinkt®. Da die 
Aussicht besteht, demnachst mit noch starkeren Zentrifugalfeldern 


1S. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 58, 102, 170, 306, 1930. 

* Die Dichte- und Viskositaétskorrektur nimmt bei diesen hohen Salz 
konzentrationen sehr hohe Werte an, die eine gewisse Unsicherheit be- 
dingen. 
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Tabelle I. 


Versuch in (NH,),SO4-Lésungen. 





he : Kleine 


: c ‘ 13 ¢. 13 g, 13 —s a 
Serum “asm,SO, Methode | s;.10'3 s2.101% 83.10 hy Molekiile 


141 \ \ 
146 \ R 3. 6,5 ? 0,60 +--+ 
156 \ ‘ R 3 (6,4) y eas 
100 Il § R 5 rd } +. ot 
II 
II 


R : 6,9 1,46 


18 A 3. _ 50% 
27 A 3. = ao. 


arbeiten zu kénnen, wurden die Versuche nicht weitergefiihrt. Aus 
dem vorliegenden Material kénnen wir jedoch eine zweite Tatsache 
mit Sicherheit entnehmen, die es rechtfertigt, daB die Versuche schon 
hier mitgeteilt wurden: Mit steigender Salzkonzentration — treten 
steigende Mengen kleinerer Bruchstiicke auf, die an der Grenze der 

Zentrifugierbarkeit liegen. In halb- 

gesattigter Ammonsulfatlésung 





015 
. rarenetwa 20°, der Gesamtabsorp- 


az tion unzentrifugierbar; aber auch 
| | in den Versuchen mit geringeren 
Salzkonzentrationen, die wegen 
der Gegenwart des Globulins mit 
der R-Methode gemacht wurden, 
lieBen sich die Spaltstiicke nach- 
weisen: Die dn/da-Kurven lagen 
betrachtlich iiber den Grundlinien, 
, er re ae M4 $8 und Anfang und Ende waren auf- 
warts gebogen (vgl. die erste 


Abb. 1. s 
Serum V in 1/; gesattigter (NH4)2S0,- Arbeit). 


Lisung. Vers. 156. Expon. 6. Eine Dissoziation der Serum- 




















proteine unter Einwirkung des 
Ammonsulfats findet also jedenfalls statt; wieweit sie reversibel ist, 
mussen weitere Untersuchungen zeigen. Hier bietet sich der Ultra- 
zentrifuge noch ein weites Feld. 


b) In einer friiheren Arbeit! hat der Verfasser die Produkte der 
Elektrodialyse (ED.) des Serums nach dem Verfahren von Ettisch und 
Mitarbeitern mit der Ultrazentrifuge untersucht. Da zu der Zeit die 
Leistungsfahigkeit der Methode viel geringer war als heute, haben 
wir einige Versuche mit der verbesserten Methode angestellt. Durch 


1 P.v. Mutzenbecher, diese Zeitschr. 235, 425, 1931, dort weitere 
Literatur. 
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ihre Ergebnisse sind wir in der Lage, die friiheren Befunde besser deuten 
zu kénnen. In Tabelle II zeigt der erste Versuch die wasserlésliche 
Fraktion von Serum II in salzfreiem Zustande: bei diesem Versuch 
fallt vor allem der hohe Wert fiir c,/c, auf; obwohl das wasserunlésliche 
..Euglobulin® ausgefallt ist, ist er Ahéher als im Serum selbst (0,55). 
Neben dem gewoéhnlighen Globulinmolekiil ist ein zweites zu erkennen, 
dessen Sedimentationskonstante nur wenig gréBer ist. Beim zweiten 
Versuch, mit Serum V als Ausgangsmaterial, sind diese beiden Molekiile 
in etwa gleichen Mengen vorhanden, so daB von keinem die Sedimenta- 
tionskonstante genau berechnet werden konnte; wurde zu dieser Losung 
Salz gegeben (dritter Versuch), so ergab sich ein normales Bild, in dem 
nunmehr auch ¢, ¢c,, wie zu erwarten, kleiner war als im Ausgangsmaterial 
(1,40). Wir schlieBen daraus, da in salzfreier Lésung eine reversible 
Aggregation des Albumins stattfindet. Es fallt auf, daB die Versuche 
mit salzfreien Lésungen keinerlei Anzeichen fiir die Anwesenheit 
kleinerer Molekiile erkennen lassen: Es besteht keine Differenz zwischen 
s. G. und w. G., waihrend beim Versuch 143 eine erhebliche Differenz 
besteht, sowie die charakteristische Aufbiegung gegen den Meniskus 
deutlich zu erkennen ist. 
Tabelle II. 


ED.-Versuche. Wasserlésliche Serumfraktion. 





, ; ho he | Ce 
Serum fo &3 #4 (. 1013) —- os 
° h i 

A ‘1 a | 


‘rel yon 
kleinen 
Molekilen 


Hi salefrei 7°73 78! + 076 02 063 |! 
¢ 8 


Pe er 


V in Phosphatpuffer 4,4 6,9 10 ++ 1,06 0,90 Kleine 
Molekile 


V salzfrei 


Aus der friiheren Arbeit 
6.6 
6,3 
Gleichgewicht mit derselben Substanz M — 130000, prakt. monodispers. 


DaB die Aggregation unter Umstiénden auch irreversibel sein kann, 
beweisen einige Versuche aus der friiheren Arbeit!, die gleichfalls in Ta- 
belle II wiedergegeben sind. Die mittleren Sedimentationskonstanten 
waren hier fast so hoch, wie bei reinem Globulin, und in einem Falle [Ver- 
such (5)| deutete die Diffusionskonstante auf ein annaihernd monodisperses 
System. Von dieser Substanz wurde eine Gleichgewichtsbestimmung aus- 
gefiihrt: sie ergab das mittlere Molekulargewicht 130000, die Lésung ent- 
hielt demnach fast ausschlieBlich neben Globulin doppelte Albuminmolekiile. 
Welche Bedingungen eine irreversible Assoziation hervorrufen, wissen wir 
nicht. Zeitliche Vorgiange scheinen nicht mitzuspielen; bei Versuch (3) 


1 Mit der Absorptionsmethode bei der halben Zentrifugalbeschleunigung 
angestellt. 
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wurde die Salzl6sung nach 24 Stunden zugesetzt, bei Versuch (5) unmittelbar 
nach Beendigung der ED. Bei allen iibrigen Versuchen der alten Arbeit 
liegt s unterhalb 6.10-'%. Die Werte wurden nachtraglich fiir @ und ; 
des Lésungsmittels korrigiert. 


/ 


c) Bei der groBen Bedeutung, die der py-Stabilitat der Proteine 
zukommt, war es wichtig, diese auch im Serum zu bestimmen. In 
Tabelle ITT und Abb. 2 sind die Ergebnisse zusammengestellt. Wie 
man sieht, sinken die Sedi- 
mentationskonstanten bei- 
der Hauptmolekiile unter 
pu = 5 und iiber pa = 10 
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Abb. 2. unverandert bleibt. Wir 
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PH-Stabilitat von Serumalbumin und -Globulin ss ? : 
nach Svedberg und Sjogren. Volumen, und_ schlieBlich 
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eingehen, vom spezifischen 


von der Dichte und der 
Viskositat des Mediums. Fiir die letzten beiden GréBen wurde mit 
den Werten der benutzten Pufferlésungen korrigiert. Welcher dieser 
Faktoren im vorliegenden Falle wirksam ist, kénnen wir naturgemaiB 
nicht entscheiden. Wir weisen nur darauf hin, daB der Effekt bei 
héherer Salzkonzentration verschwindet (Versuch 150 und 163). 


Es ist bemerkenswert, daB die Senkung von s bei praparativ ge- 
wonnenem Albumin und Globulin nicht eintritt. Das ergibt sich aus 
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Tabelle ILI. 


pu-Stabilitat der Serummolekiile. 





Umdr. Sedimentations- ( h2 ) 
Al/ w.G 


Nr. Serum | LAeangemittel | ¢ | > vin. konstanten 


n/10 
KCL + HCI 
n/10 
KCl + HCl 
n 20 
Acetatpuffer 


6,0 10,6 13,9 033 
5.9 10 18 0.59 
0.6 57409 3.98 58 7: 0.65 


nKCl , , 
+ nfloHe (2:7 54800 ; 


m/20 


60 500 5 
Phosphat u ) 4,16 


m/10 rae ape 
KCl+ NaOH 0,7 57000 3.8 
n kl 
+ NaOH 


m/10 
KCl+ NaOH 


m/10 
KCl+ NaOH 


58 300 4.2 63 - — A 1.45 
7 58700 3.72 0,63 


7 59000 3,60 62 4 0,60 


120 12.0 PsA 0.7 57700 2.89 4, 6 02 O17 


der Versuchsreihe von Svedberg und Sjdégren', die wir in Abb. 3, korrigiert 
fiir 7 und 0, wiedergeben. Die Werte fiir Albumin liegen sehr exakt 
auf einer Geraden, die sich zwischen pu = 3,7 und py = 11,1 erstreckt. 
Da in diesen Versuchen zum Teil noch geringere Salzkonzentrationen 
verwendet wurden als bei uns, ist ein Ladungseffekt, wie ihn Tiselius? 
postuliert, wohl auszuschlieBen. Die Werte fiir Globulin streuen stérker, 
doch gelten die genannten Grenzwerte auch hier. (Wir erinnern daran, 
daB dies Globulinpraparat von vornherein ein zu niedriges s hatte.) 
Die Grenzen des Stabilitatsbereiches der Serumproteine liegen demnach 
bei pu = 3,5 und 11,5*. 


1 Svedberg u. Sjégren, J. Amer. Chem. Soc. 52, 2855, 1930. 

2 A. Tiselius, Kolloidzeitschr. 59, 386, 1932. 

* Das stimmt auch mit dem makroskopischen Verhalten der Lésungen 
iiberein: beim Stehen im Eisschrank bleiben sie innerhalb dieses py-Be- 
reiches klar, sonst triiben sie sich. Beziiglich der alkalischen py-Grenze 
sei auf zwei neuere Arbeiten verwiesen, die auf ganz verschiedenen Wegen 
zu demselben Wert kommen: G. V. Schulz u. G. Ettisch, Zeitschr. f. physik. 
Chem. A 164, 97, 1933, weisen auf Grund von Dialyseversuchen und Viskosi- 
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Zusammenfassung. 


1. Setzt man zu Serum steigende Mengen Ammonsulfat, so ent- 
stehen mehr und mehr kleine Molekiile, die unter den Versuchs- 
bedingungen kaum noch sedimentieren Ferner sinkt die Sedimenta- 
tionskonstante des Albuminanteils. Wenn auch die zweite Tatsache 
noch nicht sicher zu deuten ist, so beweist doch die erste zur Geniige, 
daB Ammonsulfat eine Spaltung am SerumeiweiB bewirkt. 


2. Elektrodialyse von Serum bewirkt eine partielle Assoziation 
der in Lésung bleibenden Proteine. Diese kann unter Umstanden durch 
Zusatz von Salzen riickgingig gemacht werden; sie kann aber auch 
irreversibel sein. 

3. Die Stabilitétszone der Serumproteine (in n/10 Salzlésungen) 
liegt zwischen pu 3,5 und 11,5. Eine Senkung der Sedimentations- 
konstanten ist schon oberhalb py 10 und unterhalb py 5 zu bemerken; 
sie rihrt jedoch nicht von Veranderungen des Molekulargewichtes her. 


SchluBbemerkung zu vorstehenden drei Arbeiten. 


Uberblicken wir noch einmal simtliche Ergebnisse dieser Arbeiten. 
Es ist gelungen, zu zeigen, daB die im Serum vorhandenen Molekiile 
nach ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit und also wohl auch nach 
ihrem Molekulargewicht identisch sind mit denen, die mit den iiblichen 
Fraktionierungsmethoden aus Serum dargestellt werden kénnen. 
Wir finden sowohl ein dem Albumin entsprechendes Molekiil, wie auch 
simtliche Komponenten des polydispersen Globulins im (verdiinnten) 
Serum wieder, letztere sogar etwa im gleichen Mengenverhaltnis. 


Uber die chemische Identitét oder auch nur iiber chemische Ein- 
heitlichkeit der Fraktionen ist damit nichts gesagt. Wir sahen, dab 
man aus Globulin zwei Fraktionen gewinnen kann, die sich in ihrer 
Léslichkeit stark, in ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit gar nicht 
unterscheiden, daB man aus weitgehend einheitlichem Albumin Pri- 
parate herstellen kann, die polydispers sind. Wir sahen ferner, daB die 
Fraktionierungsmethoden teils zu Spaltungen, teils zu Aggregationen 
fiihren, ja daB selbst Verdiinnung das Serum schon stark verdandert. 
Unter diesen Umstanden ist allergréBte Vorsicht in der SchluBfolgerung 
geboten. 

Der Verfasser war leider aus auBeren Griinden genétigt, die Unter- 
suchungen friiher abzubrechen als eigentlich beabsichtigt. Infolgedessen 


tiitsmessungen nach, daf irreversible Spaltung meBbar erst jenseits von 
pu 11 auftritt; Johnson u. Wormall (Biochem. J. 26, 1202, 1932) finden 
bei pu 11 die Grenze der Bestaindigkeit der Antigenfunktion von Pferde- 
serumproteinen. 
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ist eine Anzahl von Problemen nur angeschnitten worden. In der Meinung, 
daB jede Beobachtung von Wert sein kann, haben wir trotzdem grund- 
sitzlich jeden Versuch mitgeteilt. 

Herr Professor The Svedberg hat durch sein lebhaftes Interesse an 
diesen Arbeiten und durch unermiidliche Verbesserung der Methode deren 
Ergebnisse erst erméglicht. Ich glaube ihm am besten danken zu kénnen, 
indem ich in diesen Arbeiten an einem praktischen Beispiel zeigte, wie reich 
an Méglichkeiten seine Methode ist. Ebenso méchte ich nicht verfehlen, 
seinen Assistenten Dozent T'iselius, Dr. Lamm und Dr. Pedersen fiir ihre 
freundschaftlichen Ratschlage zu danken. 

Die Arbeiten wurden mit Unterstiitzung der Rockefeller-Stiftung, des 
Nobel Fonds fiir Chemie und der Stiftung Terese och Johann Anderssons 
Minne ausgefiihrt. 








Unterschied zwischen der Autolyse der Haut pigmentierter 
und nicht pigmentierter Tiere’. 


Von 


S. Blazsé. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der kénigl. ung. Pazmany Peéter- 
Universitat, Budapest.) 


(Eingegangen am 8, September 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zur Erkenntnis der Tatigkeit jedes Organs ist es von héchster 
Bedeutung, seine Stoffwechselverhaltnisse zu kennen, deren Haupt- 
faktoren die Fermente sind. 


Mit den Fermenten der Haut befaBten sich zu allererst Sexsmith und 
Petersen. Spiater lenkten Wohlgemuth und seine Schiiler ihre Aufmerksam- 
keit auf die Fermente der Haut. 


Diese Forschungen geben ein klares Bild iiber die in der Haut vor- 
kommenden Fermente. Von mehreren kennen wir die in der Haut vor- 
handene Menge und teilweise auch deren Beeinflussung durch gewisse 
auBere Faktoren. Mein Ziel war nun zu beobachten, wie gewisse Heilmittel 
auf die Tatigkeit der Hautfermente wirken. 


Ich wollte zuerst die Rolle der Proteasen untersuchen; ich sah jedoch, 
daB das Verhalten der autolytischen Fermente noch kaum untersucht 
wurde. Die Forschungen von Sexsmith und Petersen und ebenso von Wokl- 
gemuth beschrankten sich nur darauf, ihre Gegenwart nachzuweisen. Ihre 
Wirkung aber hat keiner von ihnen néher beschrieben. Auch kann man 
das Resultat ihrer Versuche, da sie nach verschiedenen Methoden arbeiteten, 
nicht gut vergleichen. Nach Oppenheimer sind alle Versuche, die nicht in 
gepufferten Medien durchgefiihrt wurden, einer Revision bediirftig. 


1 Mit Unterstiitzung des Landes-Fonds fiir Naturwissenschaften. 
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Meine Versuche habe ich folgendermaBen ausgefiihrt: Das Haar des 
Versuchstieres habe ich iber dem zu untersuchenden Teil so kurz als méglich 
abgeschoren und mit Ather gewaschen. Zu den Versuchen wiihlte ich 
Kaninchen von reinweifS bis schwarzer Hautfarbe. Die Tiere lieB ich 
ganz verbluten durch Offnung der Carotiden. Die Menge des eventuell 
zuriickgebliebenen Blutes war so gering, dal} sie kaum in Betracht kommen 
konnte. Nach der Verblutung schnitt ich das erforderliche Hautstiick 
aus, und zwar immer nur aus der Riickenhaut. Das Corium befreite ich 
soweit als méglich von dem Unterhautbindegewebe. Dies gelang mit ge- 
wissen Handgriffen rasch und vollkommen. Hierauft wog ich von der so 
vorbereiteten Haut je 2g zum Versuch ab, zerschnitt und verrieb es zu 
méglichst homogenem Brei, gab pro Gramm 15 cem, im ganzen also 30 cem 
m/15 Phosphat oder Acetatpufterlésung, ferner '/,cem Toluol hinzu. So 
ist die Methode fiir vergleichende quantitative Untersuchungen sehr gut 
brauchbar. Die H-lonenkonzentration der Lésungen wurde nach der Zugabe 
des Breies sofort und nach der Beendigung des Versuchs bestimmt mit Hilfe 
des Mislowitzerschen Potentiometers. Hierauf lieB ich die Haut im Thermo- 
staten bei 39,5° autolysieren. Aus der Hautsuspension entnahm ich nach 
Ablauf von 10 Minuten, nach 3, 6 und nach 24 Stunden Scem und 
bestimmte die vorschreitende Autolyse. Das Eiweif fallte ich mit kolloidalem 
Eisenhydroxyd. Auerdem bestimmte ich, um vergleichbare Werte zu 
gewinnen, den Gesamt-N-Gehalt der Haut und, um einige wahrend meiner 
Versuche auftauchende Fragen lésen zu kénnen, auch den Wassergehalt 
der Haut. 

In den ersten Versuchen priifte ich das Verhalten der Hautautolyse 
bei verschiedenen H-lonenkonzentrationen. Das hielt ich schon deshalb 
fiir wichtig, weil wir tiber Protease bzw. Fermentwirkung nur dann sprechen 
diirfen, wenn wir die H-Ionenkonzentration des  untersuchten Mediums 
kennen. Unter pathologischen Umstanden, ja im Falle der Haut auch unter 
normalen Verhaltnissen, diirfen wir annehmen, da die Gewebsreaktion 
sich leicht aéndert, was eine Veranderung im Stoffwechsel des Hauteiweibes 
verursachen kann. Die Versuche habe ich bei drei verschiedenen H-lonen- 
konzentrationen ausgefiihrt. Einen Teil der Versuchsproben setzte ich 
unter optimalen Bedingungen der Pepsinasewirkung aus, den anderen 
Teil unter die der Tryptasewirkung, das dritte Medium wahlte ich in det 
Weise, daB seine H-lonenkonzentration zwischen die py-Optimumwerte der 
beiden oben erwahnten Fermentwirkungen zu liegen kam. Das Resultat 
meiner Versuche teile ich im folgenden mit. 


I. 
Erst untersuchte ich die Autolyse der Haut solcher Kaninchen, 
deren Fell verschieden gefirbt war. Unter diesen Tieren waren Albinos, 
braune und schwarze Tiere. Ich habe jedoch die Haut der gefairbten 


Felle nur dann gebraucht, wenn sie nicht pigmentiert war (die Pigmenta- 


tion ist tibrigens eine seltene Erscheinung sogar bei schwarz gefirbten 
Kaninchen). 

Die so erhaltenen Resultate finden sich in den folgenden drei 
Tabellen. Die erste demonstriert die bei px 7,32, die zweite die bei 
pu 5,7, die dritte die bei px 3,8 erhaltenen Werte. 
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Tabelle 


I. 


24cem m/15 sekundires Phosphat 
Thermostat 39,5°. 
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27 ccm 


Versuchstier 
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1700 g 
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+ 4/,cem Toluol. 


Pu am Beginn 
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oe 


1,87 
0,96 
1,20 
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1,83 
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Tabelle 


Phosphat + 3 ccm 
2g Haut. 


in N-°/9 nach 


der Autolyse 


2,48 
1,94 
1,59 
1,89 
2,16 
2.36 


II. 


m/15 


2.83 
211 
2,27 
2.20 
2.74 
2.74 


Eiweifiverdauungsgribe 


10 Min.| 3 Std. 6 Std. 24 Std. 


3,92 
2.88 
3,27 
3,30 
3,17 
3,33 


sekundires 
Thermostat 39,5°. 


Gesamt-N yon 
lg Haut 


49,84 
49,84 
50,62 
51,38 
52,50 
50,38 


des Versuchs 
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Phosphat 





Weibes Kaninchen 
Schwarzes 


Buntes 


” 
Schwarzes 


Buntes 


27 cem m/15 


Versuchstier 


1700 g 
1800 g 
3090 ¢ 
3000 ¢g 
1480 g 
2100 ¢ 


S 
= 
be 
Ss 
E 
°é 
= 
Ps 


Essigséure +- 


Toluol. 


in N-°/9 nach 


Eiweifiverdauungsgribe 


10 Min,| 3 Std. | 6 Std. 24 Std. 





der Versuche 


WO 
SSeS 


SOL OT OT St GT 
~12D 
oS 


der Autolyse 


1,72 
1,81 
1,82 
1,88 
2.19 
2.32 


Tabelle III. 


3cem m/15 Na-Acetat 
Thermostat 39,5°. 


bO bo bo bo bo bo 
“ID >” 72-1 
oe COR 1 0t 
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Gesamt-N von 
lg Haut 


51,37 
53,48 
47.04 
50,92 
48,44 
49.00 


+ 2g Haut 


des Versuchs 
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Buntes Kaninchen 


” 
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Buntes 


Braunes 


Buntes 


Versuchstier 


3000 g 
3000 g 
1480 ¢ 
2100 g 
2400 ¢ 
2000 g 


Pu am Beginn 
der Versuche 


1,39 
1,76 
1,82 
1,29 
1,68 
1,55 
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Eiweibverdauungsgrife 
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10 Min. 8 Std. 6 Std. 2% Std. 
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2.29 
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5,76 
5.80 
5,82 
5.80 
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Wir sehen also, daB zwischen der autolytischen Wirkung der Haut 
vefarbter und Albinokaninchen kein Unterschied ist. | Andererseits 
hen wir, daB bei pu 7,32 der Wert der Autoproteolyse sehr gering 
ist. In den ersten 6 Stunden ist diese Wirkung noch ziemlich kraftig, 
in der folgenden Zeit jedoch, bis zu 24 Stunden, vevliert sie immer 
mehr Kraft. Der nach 24stiindiger Autolyse gefundene Rest-N-Wert 
steigt kaum bis zum Dreifachen des Anfangswertes. Die Unter- 
schiedsproportionen der in den einzelnen Zeitintervallen gefundenen 
Autolysewerte stimmen mit den Werten der in anderen Organen ab- 
laufenden Autolyse tiberein. Charakteristisch ist die auch von anderen 
Autoren beobachtete Erscheinung, daB das Anfangs-py des alkalischen 
Mediums in saurer Richtung, das Anfangs-py des sauren Mediums in 
alkalischer Richtung verschoben wird. Bei py 5,7 sehen wir solche 
Verschiebungen nur in geringem Grade. Diese Erscheinung begleitet 
auch meine spateren Versuche. 

Bei pu 3,8 bzw. bei px 5,7 ist die Autolyse nur wenig héher als 
bei pu 7,32. Dies ist der Autolyse anderer Organe nicht mehr ahnlich. 
Kin derartiges Verhalten der Proteasen beobachtet man nur im Falle 
der Muskelautolyse (Steppuhn und Smirnowa). 

Beim Vergleich der Mittelwerte sehen wir, daB der Unterschied 
zwischen der Starke der bei px 7.3 und bei py 3,8 gefundenen Autolyse 
sehr klein ist. Die Ursache kénnen wir nicht erklaren. 


Il. 


Ich habe schon betont, daB ich zuerst nur solche Kaninchen ver- 
wendet habe, deren Haut unpigmentiert war. Bei den folgenden Ver- 
suchen verwandte ich Kaninchen mit pigmentierter Haut. Die Pigmen- 
tation war an der Haut in verschieden groBen Flecken sichtbar. Ich 
nahm einen solchen Teil, der gleichmaBig pigmentiert und mindestens 
5 bis 6g schwer war. Im weiteren habe ich die Versuche wie oben 
vorgenommen. Doch erhielt ich bei der Untersuchung der Autolyse 


pigmentierter Hautteile tiberraschende Resultate, die ich in den Ta- 
bellen IV, V und VI zusammenfasse. 


Bei pu 7,32 in schwach alkalischem Medium bewegen sich die 
Proteasewirkungsunterschiede im Vergleich zu den Werten der Normal- 
wirkung an der Fehlergrenze. Scharf wird jedoch der Unterschied in 
saurem Medium. Bei py 5,7 ist die Differenz zwischen den in Rest-N 
ausgedriickten Autolysewerten pigmentierter und nicht pigmentierter 
Haute etwa 100 bis 120°. Bei px 3,8, also in einem Medium, das als 
das Optimum der Pepsinasewirkung aufgefaBt werden kann, steigt 
der Unterschied bis zu 300 bis 400°. Dieser Umstand erklart teilweise 
die hohen Werte, die Sexsmith und Petersen bei Autolyse der Froschhaut 
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gefunden haben. Die unten folgenden Abbildungen stellen die Unter 
schiede in den einzelnen py-Werten iibersichtlich dar. 

Diese Unterschiede beziehen sich auf jene Falle, in denen ich dir 
GréBe der gleichzeitigen Autolyse mit jener der nicht pigmentiertes 
Kaninchenhaut verglich. Fiir wichtig hielt ich auch, zu entscheiden 
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Abb. 2. Abb. 3. 


ob bei demselben Kaninchen durch die Pigmentation auch die Autolyse 
der nicht pigmentierten Haut eine Anderung erleidet, ob die Pigmenta- 
tion die proteolytischen Verhaltnisse des ganzen Organs beeinflusse, 
oder ob die Veranderung sich nur auf das pigmentierte Gebiet beziehe 

In den Tabellen IV und V stellte ich die Autolysewerte der pigmen- 
tierten und nicht pigmentierten Haut einiger Tiere zusammen. In 
diesem Falle habe ich die Vergleiche bei py 3.8 gemacht, weil hier dic 
Unterschiede die eindruckvollsten sind. 


Tabelle IV. 
2g Haut + 27cecm m/15 Essigséiure + 3cem m/15 Na-Acetat 
Toluol. Thermostat 39,5°. 





Eiweibverdaunngsgrifie 

in N-°/) nach 
Versuchstier os PL Ra FOO 
10 Min. 3 Std. 6 Std. | 24 Std. 


Gesamt-N von 


der Autolyse 


Schwarzes Kaninchen 1900 g 149 243 293 4,44 
Braunes 2400 ¢ 3, 168 1,82 2,06 4,17 
Buntes 1700¢ 38,80 1,70 2,24 244 2,69 

a 2000 ¢ 3,65 1,54 2,20 2,83 3,09 
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Tabelle V. 
2g Haut 27 ccm m 15 Essigsiure + 3cem m 15 Na-Acetat 
Toluol. Thermostat 39,5°. 





Kiweifiverdauungsgrite 
in N-®/9 nach 


Versuchstier 
10 Min. 3 Std 6 Std. 24 8td 


samt-N vo 


Pu am Beginn 


der Autolyse 


oo 
7 a 


schwarzes Kaninchen 1900 g 7.17 «16,385 48,16 
Braunes _ 2400 g 3,78 3,55 542 13,60 52,50 
Buntes ‘ 1700¢ 3,80 °° : 5, 5.88 10,17 50,54 

2000 ¢ 3,68 R 3,! 6.17 913 48,16 


Aus den Tabellen ist zu ersehen, daB die Proteolyse der nicht 
pigmentierten Haut bei pigmentierten Tieren ebenso niedrig ist wie 
bei nicht pigmentierten normalen Tieren. Die Wirkung des Pigments 
beeinfluBt nicht die Autolyse der ganzen Haut. Lrhdhte Autol ys 
heobachtet man nur bei den pigmentierten Hautgebieten. Die Frage, 


ob diese Erhéhung der Proteasewirkung nur bei normal pigmentierter 


Haut vorkommen, oder ob sie sich auch auf die durch Lichteinwirkung 
auftretende Pigmentation bezieht, ferner ob die Pigmentation auch 
auf andere Fermente (Oxydase, Glykolyse, Atmung) EinfluB ausiibe, 
werde ich vielleicht in nachster Zukunft beantworten kénnen. 


Il. 

Hiernach untersuchte ich, ob ein Unterschied der Autolyse der 
Haut jiingerer und alterer Tiere zu finden sei. Ich arbeitete mit Tieren 
von 6 Wochen (die Haut embryonaler und neugeborener ‘Tiere konnte 
ich leider nicht untersuchen). Diese Versuche habe ich nur in Puffer- 
lésungen von px 3,8 und 5,7 durchgefihrt. 


Tabelle VI. 
2g Haut + 27 cem m_/15 primares Phosphat + 3 cem sekundares Phosphat 
1,cem Toluol. Thermostat 39,5°. 





ginn 


5 


Eiweibverdauungsgrofie 
in N-°/) nach 
Versuchstier - 
10 Min. 3 Std. 6 Std. 24 Std. 


am Be 
1g Haut 


des Versue 


der Autolyse 


Schwarzes Kaninchen 860g 5,8 2, 2,39 | 3 < 40,04 | 5.82 
Weibes 605¢ 5,68 2.28 | 2.6 3.6 42.56 5,70 
Schwarzes 1080¢ 58 2,55 | 3, 3. 41.44 5.80 
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Tabelle VII. 
2g Haut +27cem m ‘15 Essigséure + 3cem m/15 Na-Acetat +-) ,cem Toluol 
Thermostat 39,5° C. 








pee) Eiweifbverdauungsgrife 
2s in N-°/9 nach 
- 

Versuchstier = ee ee 
E> 10Min. 3 Std. 6 Std. | 24 Std. 
a= der Autolyse 


Schwarzes Kaninchen 860g 3,60 145 3,05 3,40 4,63 40,04 3,82 
WeiBes s 605g 3,75 1,84 219 261 3,97 42,65 3.90 
Schwarzes * 1008¢g 370 2,21 2,76 | 3,77 481 5144 3,99 


Wenn wir die iibrigen Umstande des Versuchs nicht beriicksichtigen, 
so sehen wir, daB die autolytische Wirkung der Haut junger Tiere mit 
der alterer Tiere iibereinstimmt. Diese Feststellung gilt fiir den Fall, 
wenn es sich um die Werte der Autolyse gleich schwerer Hautstiicke 
handelt. Wenn wir aber bedenken, daB wir gleich schwere Hautstiicke 
bei jungen Tieren von einer zwei- bis dreimal gréBeren Flache erhalten, 
so miissen wir zugeben, daB in der Haut junger Tiere die Eiweif- 
zersetzung kleiner ist. Dieses Resultat unterstiitzt die Ansicht von 
Sexsmith und Petersen, daB in der Haut junger Tiere die synthetischen 
Vorginge vorherrschen. Es ist interessant, daB der Gesamt-N dieser 
jungen Haute kleiner ist als der der Haut erwachsener Tiere. Diesen 
Umstand erklaren teilweise die Unterschiede, die zwischen dem Wasser- 
gehalt der Haut junger und alter Tiere bestehen. In meinen Fallen 
war der Wassergehalt junger Tiere 75 bis 82°(,, der der alteren 69,5 
bis 75%. 

Zusammenfassung. 

Zwischen der Autolyse nicht pigmentierter Haut von Kaninchen 
fand ich bei verschiedenen px nur minimale Unterschiede (bei px 3,8, 
5,7, 7,32). Bedeutende Unterschiede sind aber vorhanden, wenn man 
bei derselben H-lonenkonzentration die pigmentierte und unpigmentierte 
Haut von Kaninchen untersucht. Die pigmentierte Kaninchenhaut 
zeigt bei pu 3,8 zuweilen eine gegen 300% betragende Autolyse- 
vermehrung gegeniiber den unpigmentierten Hauten. 

Diese Unterschiede fand ich nicht nur bei Autoproteolyse der Haut 
von pigmentierten und unpigmentierten Tieren, sondern sah diese 
Differenzen auch bei der Autolyse der pigmentierten und unpigmen- 
tierten Hautteile desselben Tieres. 


Zwischen der Hautautolyse junger und alter Tiere wurde kein 
Unterschied beobachtet, falls die Autolyse auf gleiche Hautgewichte 
bezogen wurde. Da man aber bei jungen Tieren eine viel gréBere Haut- 
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flache braucht, um das gleiche Gewicht zu erhalten wie bei alten Tieren, 
besteht doch ein Unterschied. 

Bei jungen Tieren ist der Gesamt-N der Haut kleiner als bei alten, 
welche Erscheinung mit dem gréBeren Wassergehalt der Haut von 
jungen Tieren gut erklarbar ist. 
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Zur Kenntnis der Muskelautolyse. 


Il. Mitteilung: 


Die Verinderungen der Gesamtmenge der reduzierenden Substanzen, der 
Milech- und Phosphorsiure. 


Von 
I. A. Smorodinzew, N. W. Schirokow und L. A. Philipowa. 


(Aus dem Wissenschaftlichen Forschungs-Institut fiir die Fleischindustrie 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 29, August 1935.) 


In der vorigen Mitteilung! haben wir die Veranderungen, welche 
in den stickstoffhaltigen Substanzen des Muskelgewebes wahrend 


der Aufbewahrung bei verschiedenen Temperaturen vor sich gehen, 
vertolgt. Diese Beobachtungen wurden durch parallel angestellte 
Versuche ergainzt, bei welchen einige stickstofffreie Extraktivstoffe 


untersucht wurden. 

Die neueren Forschungen tiber die chemischen Reaktionen bei 
den Muskelkontraktionen und die chemische Dynamik des Muskel- 
_ systems haben gezeigt, daB bei diesen Vorgdngen die Hauptveranderungen 
in den Kohlenhydraten stattfinden und daB diese Umwandlungen 
tiber die Phosphorsaureester der Kohlenhydrate vor sich gehen. Deshalb 
haben wir bei der Untersuchung der postmortalen Erscheinungen im 
Muskelgewebe unsere Aufmerksamkeit auf die Feststellung der Gesamt- 
menge der reduzierten Stoffe, der Milch- und Phosphorsaure, in den 
verschicdenen Stunden nach der Schlachtung und bei verschiedenen 
Aufbewahrungstemperaturen gelenkt. 


1. Die Methodik der Untersuchung. 

Von einem gesunden Tiere wurde sofort nach dessen Schlachtung ein 
hinteres Viertel von etwa 20 kg Gewicht entnommen und in den Auf- 
bewahrungsraum mit bestandiger Temperatur und Feuchtigkeit gebracht. 
In bestimmten Zeitraumen wurden von dem Gesamtstiick Fleischproben 


! Diese Zeitschr. 262, 425, 1933. 
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tur Analysen entnommen. Das Fleisch wurde von dem sichtbaren Fett 
und Bindegewebe befreit, dreimal durch den Wolf gelassen und wahrend 
| Stunde in einer elektrischen Schiittelmaschine mit vierfachem Wasser- 
volumen extrahiert. Der Auszug wurde durch ein vierfach zusammen- 
gelegtes Gazetuch filtriert und sein Volumen auf das Gewicht des ent- 
nommenen Fleisches umgerechnet. 

Die Milehsaéure wurde nach Fiirth-Embden, die reduzierenden Stoftte 
nach Hagedorn-Jensen, der Gesamt- und anorganische Phosphor nach 
Lieb gewichtsmaBig bestimmt. 


2. Experimenteller Teil. 

Die Menge der reduzierenden Stoffe in den Fleischausziigen ist je 
nach der Individualitat des Tieres und seines Zustandes vor der 
Schlachtung unregelmaBigen Schwankungen unterworfen. Gewoéhnlich 
wird im Laufe der ersten Stunden eine gewisse Abnahme der redu- 
zierenden Stoffe im Vergleich zur ersten Stunde  beobachtet, 
wahrend am Tagesende ein bedeutender Anstieg zu verzeichnen ist, 
welcher sich im weiteren Verlauf noch erhéht, jedoch findet manch- 
mal auch eine Abnahme statt. 

Die Milchsaéure war nach 48 Stunden fast auf das Dreifache, und 
die anorganische Phosphorsaiure auf weniger als das Zweifache gestiegen. 
wahrend der Gehalt an organisch gebundenem Phosphor dementsprechend 
sinkt (Tabelle 1). 

Tabelle I. 
Siebenjahriges, mittelmaBig ernahrtes Tier; Temperatur 
des Aufbewahrungsraumes + 18°. 





Faktoren 


Reduzierende Phosphor 


Ss ’ Milchsdure IE 
toffe organisch anorganisch 


mg-" 9 mg-°' 9 mg-° 9 mg-°\9 


130.6 277.7 71,8 68,7 
152.9 384,05 43.5 93,7 

98.0 462.5 63,7 83,5 

65,7 460,0 63,8 97,8 
261.3 —- 34,0 964 
293.0 794.6 56,2 106.5 
358.0 743.5 16,6 112.7 


Der Gehalt an reduzierenden Stoffen und an Milchsaure verlauft 
in absoluten wie auch in relativen Werten fast unabhaingig von der 


Temperatur des Aufbewahrungsraumes und bewegt sich gleichmabig bei 


4 und bei 18°: jedoch weist bei 4° die anorganische Phosphorsiure statt 
VergréBerung gegen die 72. Stunde eine Abnahme um etwa 30°, auf, 
weshalb der organische Phosphor ansteigt (Tabelle II). 
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Tabelle II. 


Kuh, 7 Jahre alt; Temperatur des Aufbewahrungs- 
raumes + 4°. 





Faktoren 


Phosphor 


Reduzierende 
Stotfe Milchsture 


organisch anorganisch 
£ 
mg-°/, mg-°/9 mg-° '9 mg-9 |; 


1 139,0 294,3 56,6 96,3 

6 130,9 591,2 69.4 87,6 

24 227,0 797,1 87,4 67,6 

48 118.5 822.8 $8.7 67.9 
73 386,6 800,4 100.4 
120 261,8 768.4 75,1 
248 358,6 667.9 70,4 


Die Temperaturerhéhung bis 25° im Aufbewahrungsraum aubert 
sich nur darin, daB sich die reduzierenden Stoffe auf einem niedrigeren 
Niveau halten. Der erste Héchstwert wird gleichfalls in der 24. Stunde 
erreicht und von einer Senkung in der 48. Stunde und einem neuen 
Anstieg im weiteren Verlauf begleitet (Tabelle IIT). 


Tabelle III. 


Siebenjahriges, mittelmaBig ernahrtes Tier; Temperatur des 
J g I 


Aufbewahrungsraumes 25°. 





Faktoren 
Reduzierende : Phosphor 
Stoffe Milchséure 





organisch anorganisch 
mg-9/5 mg-°/o mg-° mg-9/ 
e-" 0 £ 


88,7 233,7 ) 95,1 
81,6 405,6 5, 110,9 
101,7 489.1 4 102,6 
86,3 686,7 9, 74,9 
99,1 832,6 91, 74,3 
179,0 927,7 3, 105,3 
145,1 745,9 28, 124.4 
367,3 718,4 : 130.4 


Der Héchstwert der Milchsiure wird bei 25° in der 24. Stunde 
bei einem steileren Anstieg als bei 4° erreicht (Zunahme viermal im 
Vergleich mit der ersten Stunde). Der organische Phosphor zeigt 
bei 18 bis 25° eine Zunahme in der sechsten bis zwélften Stunde; bei 
4° verschiebt sich dieser Anstieg auf die 24. bis 72. Stunde, und erst 
danach beginnt bei den beiden Temperaturen eine Senkung mit 
entsprechender Zunahme des anorganischen Phosphorsiuregehaltes. 
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3. Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Angesichts des relativ unbedeutenden Einflusses der Temperatur 
auf den Verlauf der Verinderung der von uns gewahlten Faktoren, 
haben wir die Ergebnisse aller Versuche zusammengefaBbt, indem wir sie 
in zwei Reihen: namlich bei 4 bis 8° und bei 17 bis 25° eingliederten. 
Dabei trat die Kinwirkung der Temperatur viel deutlicher zutage. 


Tabelle IV. 
Die reduzierenden Stoffe. 





Reduzierende Stoffe in °',, der Werte 


© jiere » & » j 7.0 
Reduzierende Stoffe in mg-° 9 der ersten Stunde 


at Temperatar Temperatur Temperatur Temperatur 
4 bis 8° 17 bis 25° 4 bis 8° 17 bis 25° 
1 146,13 115,88 100 100 
6 124,09 142.7 84,94 123,2 
24 179,85 202,97 123.1 175.1 
48 148,76 212,23 101,8 123.6 
72 219,11 360,35 150,0 310.9 
120 206,87 141.6 


Wie aus der Tabelle 1V ersichtlich, findet eine anfangliche Ab- 
nahme der reduzierenden Stoffe nur bei einer niedrigen Temperatur 
statt, wihrend bei 17 bis 25° der Gehalt an reduzierenden Stoffen 
dauernd anwiachst, und gegen die 48. bis 72. Stunde ist seine Héhe 
doppelt so groB als bei den niedrigen Temperaturen. 


Tabelle V. 
Milchsaure. 





Milchsture in © 9 der Werte 


Milchs » j 7.0 ‘ 
Milchséure in mg-°/o der ersten Stunde 


"e Temperatur ~ ‘Temperatur — : Temperatur Temperatur 
4 bis 8° 17 bis 25° 4 bis 8° 17 bis 25° 
1 273,08 247,75 100 100 
6 451,98 478,95 165,5 193.3 
24 779,99 837,91 285.3 338.9 
48 770,6 783,5 282,2 316.3 
72 755,5 724,65 276.6 292.5 
120 703,24 — 257,5 


Aus der Tabelle V sehen wir deutlich. bei niedriger als auch bei 
hoher Temperatur, eine maximale Anhéiufung der Milchséure in der 
24. Stunde mit dem Unterschied, daB im ersten Falle die Steigerung 
nicht so stark ist. 
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Tabelle V1. 


Die Veranderungen des Phosphorgehaltes im Fleischauszug: 





Verinderungen des Phosphorgehalt: 


Verainderungen des Phosphorgehaltes - Shee - 
8 osphorgehaltes im Fleischauszuge in °/, der 


im Fleischauszuge in mg-°/> 


Std. Werte der ersten Stunde 
 organischer ——anorganischer ———_—organischer anorganischer 
Phosphor Phosphor Phosphor Phosphor 
1 57,89 98,11 100 100 
6 57,64 98,81 99,57 100,7 
24 54,11 100,83 93,47 102,7 
48 54,16 99,63 93,56 101.6 
72 50,09 110,39 86,53 112,5 
120 44,01 117,33 76,02 119,6 


Die Tabelle VI ergibt das Bild einer andauernden Abnahme des 
organischen und Zunahme des organischen Phosphors in den Grenzen 
von 20% im Verlauf der finftigigen Autolyse. 


Tabelle VII. 





Mittelwerte aus allen Versuchen in ° 5 


ae ee os - a ak 
1 6,28 131,0 269,55 98,11 57,89 
6 6,01 130,89 472,38 98,81 57,64 
24 5,64 191,36 817,17 100,83 54,11 
48 | 5,70 183,99 782,01 99.68 54,16 
72 «=| ~=«5,75 289,73 763,95 110,39 50,09 
120 5,80 206,87 714,17 117,33 44.01 


In der Tabelle VII sind Mittelwerte fiir alle Versuche angegeben. 
Wir sehen einen paralielen Verlauf zwischen dem Zuwachs der Milch- 
siure und der Wasserstoffionenkonzentration, welche den Héchstwert 
gegen die 24. Stunde erreichen, wahrend die anorganische Phosphor- 
siure einen Anstieg um 10 bis 20°, nur am dritten Tage aufweist. In 
diesem Moment erreichen die reduzierenden Stoffe ihren Héchstwert. 

Um objektive Koeffizienten fiir die Charakteristik des Vorganges. 
moéglichst unabhangig von den individuellen Schwankungen dieser 
Faktoren bei verschiedenen Tieren und bei verschiedenen Temperaturen 
zu finden, haben wir 1. das Verhaltnis der reduzierenden Stoffe zw 
Milchsiure, 2. der reduzierenden Stoffe zum organischen Phosphor, 
3. des anorganischen Phosphors zum organischen, 4. des anorganischen 
Phosphors und 5. der Milchséiure zu py berechnet (Tabelle VITL). 
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Tabelle VIII. 


Verhaltnisse der Faktoren. 





Koefftizient: 1 2 3 4 5 


Reduzier. Stoffe Reduzierstoffe Anorgan. P Anorgan. P Milchs&ure 
Std. Milchsiure Organ. P Organ. P Pu 10 Pu 10 


0,54 2.3 a 1.6 4,3 
0,27 23 ; 7.9 
0,23 3,5 38 1.8 14,5 
0.19 3,3 1,9 13.4 
72 0,29 5,3 8 it 13,2 


120 0,29 57 ‘ 2,0 12,3 


Der Kurvenverlauf der Veranderung des Koeffizienten 1) weist 
eine bestimmte Biegung in der 48. Stunde auf. die Koeffizienten 2 
und 3 ergaben den Héchstwert am SchluB der Beobachtungsperiode, 
der Koeffizient 5 wies einen scharfen Knick und Maximalwert (Ver- 
doppelung) in der 24. Stunde auf, wahrend die Abhangigkeit des py 
von der Anhaéufung der anorganischen Phosphorsaure (Koeffizient 4) 
nicht deutlich zutage tritt. Diesen Daten zufolge  sollen die 
entscheidenden Veranderungen im ProzeBverlauf im Zeitraum zwischen 
6 bis 24 bis 48 Stunden stattfinden. Zur Zeit dieses Umschwungs- 
momentes findet eine bedeutende Anhaufung der reduzierenden Stoffe 
und der Milchséure bei gleichzeitiger maximaler Konzentration der 
Wasserstoffionen (px = 5.64) statt. 

Die Steigung der Zuckerkurve bleibt hinter der Steigung der 
Milchséurekurve zuriick, weil der aus Glykogen entstehende Zucker 
in bedeutendem MaBe einem Zerfall unter Bildung von Milchsiure 
unterworfen ist. Diese Verschiebung der aktiven Reaktion schafft 
optimale Bedingungen fiir die Lonisierung der Gewebeeiweibstoffe und 
Einwirkung des Kathepsins! auf dieselben, verhindert jedoch die Wirkung 
von Peptidasen. Ebendeshalb konnten wir waihrend der ganzen Periode 
der Fleischbeobachtung keine Zeichen eines tiefen Zerfalls der Eiweib- 
stoffe zu niedrigmolekularen Verbindungen? feststellen, 


Schlubfolgerungen. 


1. Wahrend der Fleischaufbewahrung nimmt die Menge der 
reduzierenden Stoffe im Laufe von 24 Stunden durchschnittlich um 


50°, und im Laufe von 72 Stunden um mehr als das Doppelte zu 


(Tabelle VII). 


' BE. Abderhalden u. Prym, Zeitschr. f. physiol. Chem. 63, 320, 1907. 


2 I. A. Smorodinzew, N. W. Schirokow u. P. A. Zyganowa, |. c. 
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2. Betragt dieser Zuwachs bei 4 bis 8° im Laufe von 3 ‘Tagen 50 
so iibersteigt er bei 17 bis 25° 200° (Tabelle IV). 


3. Die Anhaufung der Milchsiure erreicht ihren Héhepunk, 
gegen die 24. Stunde, wobei ihre Menge beinahe um das Dreifache | 
Vergleich zur ersten Stunde steigt. 

4. Die Steigerung der Milchsaéure betrigt bei 4 bis 8° 185°) und 
bei 17 bis 25° 238% im Vergleich zur ersten Stunde. 

5. Die Veranderungen im Gehalt des anorganischen und organischies 
Phosphors sind weniger bedeutend und halten sich in den Grenze1 
von 20 bis 25%, des Wertes der ersten Stunde. 
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Uber eine neue Mikrobrenzcatechinmethode 
und ihre Verwendung zur Phenolasebestimmung'. 


Von 


S. Blazsé. 


Aus dem Pharmakologischen Institut der kénigl. ung. Pazmany Péter- 
Universitat, Budapest.) 


(Eingegangen am 8. September 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Chromooxydasen, zu denen die Orthodihydroxybenzol-oxy- 
dasen, namentlich die Brenzcatechin-oxydasen zu rechnen sind, bilden 
eine groBe Gruppe der Phenolasen. Mit der Erforschung der Pheno- 
lasen (primaire Zoophenolasen) befaBte man sich bis jetzt nur wenig. 


Brenzcatechin-oxydasen wurden im zellfreien Medium im Serum 
zum ersten Male durch Hizume nachgewiesen, nach dessen Untersuchungen 
auch das Blutserum-ferment. unter anderem eine spezifische Oxydase, 
die Adrenalase enthalt, die die Orthodihydroxybenzole zu oxydieren vermag. 
Hizume fand das Brenzcatechin wegen seiner gleichmaBigen Oxydation und 
Vertarbung zur quantitativen Bestimmung der Oxydasen geeignet. Er 
arbeitete daher zur Bestimmung dieser spezifischen Oxydasen eine Methode 
aus, mit welcher ihre GréBe im Blutserum des Menschen, wie auch des 
Tieres quantitativ annaihernd nachgewiesen werden kann. 

Wohlgemuth und Klopstock untersuchten die Rolle der Brenzcatechin- 
oxydasen im Hautextrakt. 

Die interessanten Untersuchungen Melezers klarten 1926 gewisse 
klinische Fragen. Nach Melczer ist der primire Phenolasegehalt der tuber- 
kulésen Haut im Gegensatz zu den Serumwerten achtmal gréer als 
der der normal pigmentierten Haut, d.h. das.tuberkulése Hautgewebe 
enthalt mehr, das Serum von Tuberkulosekranken weniger Phenoloxydase 
als in der Norm. Wenn wir die Rolle der Phenolase als Schutzkolloid an 
erkennen, so kénnen nach Melezer diese Oxydasen eine immunbiologische 
Bedeutung haben. 


Auf Grund dieser Versuche und besonders derjenigen von Melezer 
folgerte ich, daB eventuell vorhandene minimale, doch wesentliche 
Differenzen, die aller Wahrscheinlichkeit nach bestehen  miissen, 


' Mit Unterstiitzung des Landes-Fonds fiir Naturwissenschaften. 
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(Melezers Versuche lassen darauf schlieBen), durch die Methode y 
Hizume (1. ¢.) nicht bestimmt werden kénnen, obwohl ihre Kennt) 
von groBer Wichtigkeit wire. 


Diese Methode kann nur im Falle eines geniigend hohen Phenolas, 
wertes ein genaues Resultat ergeben. Wenn wir bedenken, daf® in einzeln 
Fallen im Blute minimale Phenolasemengen vorkommen kénnen, stol}) 
wir auf mehrere methodische Schwierigkeiten. Wenn wir auch die Su! 
jektivitaét dieses kolorimetrischen Verfahrens unbeachtet lassen, so ka: 
gerade bei der Bestimmung kleiner Phenolasemengen die eigene Farbe « 
Serums stérend wirken. Wir fiihrten deshalb unsere Bestimmungen a 
titrimetrischem Wege aus, der ein verlaBliches Resultat ergibt. Das Ver 
fahren beruht auf der Oxydation des Brenzcatechins. Nach der Serw 
behandlung des Brenzcatechins bzw. seiner Verdauung im Thermostate: 
fallen wir den entstandenen pigmentartigen Teil und titrieren das Bren: 
catechin in dem itibriggebliebenen Teil zuriick. Mit der titrimetriseher 
Bestimmung des Brenzcatechins befaBte man sich nach den uns zur Ver 
fiigung stehenden Literaturangaben bis jetzt noch nicht. Zu ihrer Au 
fihrung haben wir deshalb eine Methode ausgearbeitet. Zur Oxydation 
benutzten wir Ferricyankalium. Diese quantitative Bestimmung geschieht 
durch die von Hagedorn und Jensen zur quantitativen Zuckerbestimmuny 
bearbeitete Reaktionsgruppe. 


Die erste Reaktion geht nach folgender Forme] vor sich: 
2 H,[Fe(CN),] + H,O — 2 H,[Fe(CN),] + O, 
d. h. das Kaliumferricyanid (besonders im alkalischen Medium) oxydiert 
das Brenzcatechin und wird dabei selbst zu Kaliumferrocyanid redu- 
ziert. Wenn also zu einer gewissen Menge von Brenzcatechin Kalium- 
ferricyanid in bekannter Konzentration gegeben wurde, muBten wir 
nur den tibriggebliebenen Teil zuriicktitrieren, um die unbekannte 
Brenzcatechinmenge zu erhalten. 
Die Zuriicktitrierung verlauft nach der zweiten Reaktion 
2 H,[Fe(CN),] + 2HJ = 2 H,[Fe(CN),] + Jo 


d.h. die Ferricvanverbindung wird bei Vorhandensein von HJ bei 


Freiwerden von freiem Jod zur Ferrocyanverbindung. Das freie Jod 
kann dann auf jodometrischem Wege quantitativ bestimmt werden 
Diese Reaktion verlauft aber auch reziprok und ist nur dann _voll- 
standig, wenn die entstandene Ferrocyanverbindung aus der Lésung 
entfernt wird. Zu diesem Zwecke dient folgende Reaktion: 

2 K,[Fe(CN),] + 3ZnSO, — K,Zn,[Fe(CN),] + 3 KSO,. 


Nach dieser Formel wird das Kaliumferrocyanid mit Zinksulfat in 
Form einer unléslichen Verbindung gefallt, was zum vollkommenen 
Verlauf obiger Reaktion beitragt. Diese letzte Reaktion verlauft im 
schwach sauren Medium optimal. 

Bei den Reaktionen miissen alle intermediaren Faktoren, die Hagedorn 
und Jensen bereits bei der Bestimmung des Zuckers beriicksichtigten, 
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eachtet werden. In erster Linie miissen deshalb die Verhaltnisse des 
kalischen Mediums der ersten Reaktion bestimmt und zu gleicher Zeit 
ie den Werten des zu bestimmenden Brenzcatechins entsprechende Kon- 
gentration festgestellt werden. Die Konzentration des zur Reaktion be- 
nutzten Kaliumferricyvanids betrug n 100. Beziiglich der Frage, in welcher 
Konzentration eines Na,CO,-Mediums das Brenzcatechin bei entsprechender 
Kwochdauer vom Kaliumferricyanid optimal oxydiert wird und wann die 
kleinen Veranderungen der Kochdauer keine gr6éBeren Wertverschiebungen 
mehr verursachen, gaben unsere Versuche folgendes Ergebnis: Wenn wir 
die von Hagedorn und Jensen angegebene Natriumcarbonatkonzentration 
benutzten, erhielten wir wahrend den verschiedenen Kochzeiten folgende 
Resultate : 


10 12 15 Is 20 25 Minuten 
2,98 3,03 3,09 3.15 3,30 3.35 cem n/ LOO Nag SO, 


Die zu bestimmende Brenzcatechinmenge entnahmen wir einer 1: LOQ0Q00- 
Lésung, 0,25 mg Pyrocatechin entsprechend. Erhéhten wir die Menge des 
Natriumcarbonats, so beobachteten wir bei einer gewissen Konzentration 
wahrend einer Kochdauer von 15 bis 20 Minuten nur kleine Titerverschie- 
bungen. Diese Konzentration benutzten wir dann zur Herstellung des n 100 
Ferricyankaliums. Die Bestimmung des Brenzcatechins wurde dann genau 
wie die des Zuckers mit folgenden Lésungen ausgefiihrt : 

1. n 100 K,[Fe(CN),|-Lésung. in der pro Liter 162 g kristallisiertes 
Na,CO, gelést ist. 2. Jodkalium und Zinksulfatlésung (10 g¢ ZnSO, D0 g 
NaCl in 200 cem Wasser, davon gibt 40 cem — 10 cem 25°, ige KJ-Lésung 
die entsprechende Lésung). 3. 15°,ige Essigséiure. 4. n lOO Na,S.Qs. 
5. 1°,ige Starkelésung als Indikator und 6. n 100 KJO,-Lésung zur 
standigen Titrierung des Natriumthiosulfats zwecks Bestimmung des 
Faktors. 


Da die Oxydation des Brenzcatechins nicht unter stéchiometrischen 
Bedingungen vor sich geht, war es unsere erste Aufgabe, eine empirische 
teihe zu bestimmen, mit der wir eine zu 
den Versuchen brauchbare Werttabelle und 
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dadurch die zur Oxydation verbrauchte ‘~\ 
Menge des Ferricyankaliums in Brenzcate- a 
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. . sa x. 
chinprozenten gewinnen. Wir wogen des-  ‘ —_— 


halb aus ,,Pyrocatechinum bisublimatum 4 Beak. a.” 





Merck’ verschiedene Mengen ab und_ be- 





echneten aus de lerte < iat tool 0 Qf @2 a3 QY 05 «6 
rechneten aus den Werten, die wir bei mg Pyrocatechin 


dessen Oxydation gewannen und in neben- Abb. 1 
stehendes Koordinatensystem — eintrugen, 
die einzelnen Werte. Die gewonnenen Werte sind die Mittelwerte 
von mindestens 20 parallelen Bestimmungen, bei welchen die Schwan- 
kungen nicht mehr als + 0.03 ccm betrugen. 

Auf Grund dieser Werte berechneten wir nach der Methode 
der kleinsten Quadrate die untenstehende empirische Tabelle, die auf 
dem Ergebnis von ungefahr 1000 Bestimmungen beruht. 
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0,6000 
0.5808 
0,5615 
0,5441 
0.5294 
0.5146 
0.5000 
0,4808 
0,4615 
0.4444 
0,4306 
0,4167 
0,4028 
(0.3886 
0,3743 
0,3600 
0,3450 
0,3283 
0,3117 
0.2958 
0,2819 
| 0,2681 
0,2542 
0,2410 
0.2282 
0,2154 
0,2026 
0,1904 
0,1786 
0,1667 
0,1584 
0.1414 
0,1271 
0.1128 
0,0986 
0,0847 
0,0708 
0,0569 
0,0428 
0,0286 
0,0143 
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0,5981 
0,5789 
0,5596 
0,5427 
0.5279 
0,5132 
0,498 1 
0,4789 
0,4596 
0,4431 
0.4292 
0,4153 
0,4914 
0,387 1 
0,3729 
0,3586 
0,3433 
0,3267 
0,3100 
0,2944 
0,2806 
0.2667 
0,2528 
0.2397 
0,2270 
0,2141 
0,2013 
0,1892 
0,1774 
0.1655 
0,1536 
0,1400 
0,1257 
0,1114 
0,0972 
0,0833 
0,0694 
0,0556 
0,0414 
0,9271 
0,0128 


ecm n100 Thiosulfat = mg Brenzcatechin 


0,5962 
0.5769 
0.5577 
0.5413 
0,5265 
0.5118 
0,4962 
0,4769 
0,4577 
0,4417 
0,4278 
0,4139 
0,4000 
0,3857 
0,3714 
0.3571 
0,3417 
0.3250 
0,3083 
0.2931 
0,2792 
0,2653 
0.2514 
0.2385 
0.2256 
0,2128 
0,2000 
0,1881 
0,1762 
0,1643 
0,1524 
0,1386 
0,1243 
0,1160 
0,0958 
0,0819 
0,0681 
0.0542 
0,0400 
0,0257 
0.0114 


0,5942 
0,5750 
0,5558 
0,5397 
0,5250 
0,5103 
0,4942 
0,4750 
0.4558 
0,4403 
0,4264 
0,4125 


0,3986 | 


0,3843 
0,3700 
0,3557 
0,3400 
0,3233 
0,3067 
0,2917 
0,2778 
0,2639 
0,2500 
0.2371 
0),2244 
0.2115 
0,1988 
0.1869 
0,1750 
0,1631 
0,1512 
0,1371 
0,1228 
0,1086 
0.0944 
0,0806 
0,0667 
0,0528 
0,0386 
0,0243 
0,0100 


0,5923 
0.5731 
0,5539 
0,5382 
0,5235 
0,5088 
0,4923 
0,4731 
0,4539 
0,4389 
0,4250 
0.4111 
0,3971 
0.3829 
0,3686 
0,3543 
0,3383 
0,3217 
0,3050 
0.2903 
0,2764 
0,2625 
0.2487 
0,2359 
0,2231 
0,2103 
0,1976 
0,1857 
0,1738 
0,1619 
0.1500 
0,1357 
0,1214 
0,1071 
0,0931 
0,0792 
0,0653 
0.0514 
0.0371 
0,0228 
0.0086 


0,5904 
0,5712 
0,5519 
0,5367 
0,5221 
0,5074 


0,4904 | 


0,4712 
0,4519 
0,4375 
0,4236 
0,4097 
0,3957 
0,3814 
0,3671 
0,3529 
0,3367 
0,3200 
0,3033 
0,2889 
0,2750 
0,2611 
0.2474 
0,2346 
0,2218 
0,2090 
0,1964 
0,1845 
0,1726 
0.1607 
0,1486 
0,1343 
0,1200 
0,1057 
0,0917 
0.0778 
0,0639 
0,0500 
0,0357 
0,0214 
0,0071 





0,5885 
0,5692 
0,5500 
0,5353 
0,5206 
0.5059 
0.4885 
0,4692 
0,4500 
0.4361 
0,4222 
0,4083 
0,3943 
0.3800 
0,3657 
0.3514 
0,3350 
0,3183 
0,3017 
0,2875 
0,2736 
0.2597 
0,2462 
0,2333 
0,2205 
0.2077 
0.1952 
0,1833 
0,1714 
0,1595 
0,1471 
0,1328 
0,1186 
0,1043 
0,0903 
0,0764 
0,0625 
0,0486 0,0471 
0.0343 0.0328 
0,0200 0,0186 
0.0057 0.0043 


0,5865 
0,5673 
0,5485 
0,5338 
0.5191 
0.5044 
0,4865 
0,4673 
0,4486 
0.4347 
0,4208 
0.4069 
0,3929 
0,3786 
0,3643 
0,3500 
0.3333 
0.3167 
0,3000 
0.2861 
0,2722 
0,2583 
0,2449 
0,2321 
0,2192 
0,2064 
0,1940 
0,1821 
0,1702 
0,1583 
0,1457 
0,1324 
0,1171 
0.1028 
0.0889 
0,0750 
0.0611 


Es blieb noch die Ausarbeitung dieser Bestimmung. 


quantitativen Bestimmung der Phenolase der Haut bzw. 
Beim Serum stieBen wir im 
Namentlich wird das Kaliumferricyanid 


benutzen zu kénnen, iibrig. 
mehrere Schwierigkeiten. 


0.5846 0.5827 
0,5654 0,5635 
0,5471 0.5456 
0,5324 0,530 
0,5177 0,5162 
0.5029 0.5015 
0,4846 0.4827 
0,4654 0.4635 
0.4472 0.4455 
0.4333 0,4319 
0.4194 0,418] 
9.4056 0,4042 
0,3914 0.3900 
0.3771 0,3757 
0.3629 0,3614 
0.3483 0.3467 
0.3317 0.3300 
0,38159 0,3138 
0,2986 0.2972 
0.2847 0.2833 
0.2708 0.2694 
0,2569 0,2556 
0,2436 0,2423 
0,2308 0.2295 
0,2180 0,2167 
0.2051 0.2039 
0,1928 0,1916 
0,1810 0.1798 
0,1691 0,1679 
0,1571 0.1560 
0.1443 0.1428 
0.1300 0,1286 
0,1157 0,1143 
0.1014 0,1000 
0,0875 09,0861 
0,0736 09,0722 
0,0597 0,0583 
0.0457 0.0443 
0,0314 0,0300 
0,9171 0.0157 
0.0028 0.0014 


um sie zur 
des Blutes 
Anfang auf 


durch den Zuckergehalt des Serums gleichfalls reduziert, im Thermo- 
staten andert sich aber dieser Zuckerwert wahrend der Verdauungs- 
dauer ebenfalls. Zur Ausschaltung dieser Fehler benutzten wir folgendes 
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Verfahren: Vor den Phenolaseuntersuchungen hielten wir das Serum 
36 Stunden lang im Thermostaten bei 37°C. Wahrend dieser Zeit 
verfiel der Serumzucker langsam, und wahrend der darauffolgenden 
Verdauungszeit anderte sich das normale Reduktionsvermégen des 
Serums binnen 48 Stunden nicht mehr. Aus Hizuwmes Untersuchungen 
ist bekannt, daB der Titerwert der Phenolase wahrend dieser Zeit 
unverandert bleibt. So kann also das Serum nach 36stiindiger Ver- 
dauung zur Phenolaseuntersuchung benutzt werden. Die Bestimmung 
ving folgenderweise vor sich: Zu 3ccm Serum gaben wir 0.1 °,iges 
Brenzcatechin in gleicher Menge und stellten diese Mischung fiir 48 Stunden 
in einen Thermostaten (37°C). Die Brenzcatechinlésung wurde derart 
zubereitet, daB wir die entsprechende Brenzcatechinmenge in einer 


physiologischen Kochsalzlésung gelést haben, in welcher cinem 
m 50 Phosphatausgleich entsprechendes primires bzw. sekundiires 


Phosphat gelést war, so dafSX’~ dessen py 7,32 betrug. Nach 
36 Stunden nahmen wir zu einer Bestimmung 0,5 cem der Mischung 
heraus und fallten daraus das Eiwei8 mit Natriumwolframat. Der 
Niederschlag riB auch das wahrend der Untersuchung entstandene 
Pigment mit sich. Dann wurde das Ganze filtriert, und im Filtrat be- 
stimmten wir die nicht oxydierte Brenzcatechinmenge auf die oben 
beschriebene Weise. Die diesbeziiglichen Versuche mit Kaninchen- 
serum fiihrten zu folgenden Resultaten: 





Lt 


Dureh das 
Durch das 


Versuchstier 


Brenzeatechin in 


am Anfang des 
Versuchs 


nach 36 Std. 
§ graues Kaninchen, 

2100g.... . . | 00286  0,2792 0,0286 0,2039 30 
schwarzes Kaninchen, 

19220¢...... | 0,0214 0,2722 0,0214 , 0.2346 0,2128' 15 
graues Kaninchen, 

2300¢..... . 00171 0,2681 0.0171 0.2307 0.2136 15 
graues Kaninchen, 

2180¢...... 0.0200 0.2708 0.0186 0.2346 02154 14 


Die Bestimmung des Phenolasetiters des Hautextraktes fiihrten wi 
nach folgender Uberlegung aus. Die Zubereitung des Extraktes beschrieben 
wir in einer friiheren Mitteilung. Sein Gehalt an reduzierendem Material 
andert sich wahrend der Dauer des Versuchs nicht, wir machten deshall 
von der beim Serum angewandten 36stiindigen Inkubation keinen Gebrauch. 
Extrakt und Brenzcatechinlésung wurden hier ebenfalls in gleicher Menge 
vermischt. Die Brenzeatechinlésung war dieselbe, die auch bei der Serum 
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bestummung benutzt wurde. Die Bestimmung wurde tolgenderweise ai 
gefiihrt: Eime Mischung von 2 ccm Extrakt und Brenzeatechin bewahrt« 
wir gleichfalls 36 Stunden lang im Thermostaten bei 37°C auf. Nach dies: 
Zeit nahmen wir die Mischung heraus und benutzten 0,5 cem zu einer By 
stimmung. Der abgewogenen und zu bestimmenden Menge wurde noc! 
Serum mit bekanntem Reduktionsvermégen zugegeben, um eine ent 
sprechende eiweiBhaltige Lésung, welche ebenfalls, mit Natriwmwolfram: 
gefallt, die wahrend des Versuchs gewonnenen Oxydationsprodukte m 
sich reiBt, zu gewinnen. Im weiteren gingen wir genau so wie bei der obe 
beschriebenen Serumphenolasebestimmung vor. Finige Versuche mit 
Kaninchenhautextrakt ergaben folgende Resultate. 








+ S 
es = 
sepe , S 
i257 3 . : Au 
s - - = 
= tr. 
Nr. Versuchstier = © 
S 
am Anfang des ds 
Versuchs lan 
wee 
1 graues haninchen, 
21007... . . . O,0286 0.0100 0.2889 00,0100 0.2590 0.2209 12 
2 schwarzes Kaninchen, 
920g... . . . 0,0214 0,0143 0.2861 0,0143 0,2750 0,2885 5 
3  graues Kaninchen. Kind) 
2W00e. . . . . . 00171 0.0086 0.2764 0.0086 0.2514 0.2256 10 n. F 
4 graues Kaninchen, 
S002... . 0.0186 0.0157 0.2847 0.0157 0.2651 0.2308) s 


Auf Grund dieser Versuche halten wir unsere Methode fiir dir 
Bestimmung der Phenolasemenge der Haut, des Blutes und andere) 


Organe fiir geeignet. Wir werden unsere Versuche, die das Verhalten nebe 
‘ . : E Ron 
der Oxydasen klaren sollen, auf Grund dieser Bestimmungen fort ci 
setzen. gefu 
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Untersuchungen iiber den Purinhaushalt bei Fiscehen 
und Amphibien. 


Von 
Emil Stransky. 
Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der Deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 9. September 1933.) 


In einem kurzen Vortragsreferat! konnte ich im Jahre 1920 den 
damaligen Stand der Frage nach dem Endprodukte des Purinstoff 
wechsels in der Wirbeltierreihe in folgendem Schema darstellen: 

Wirheltiere 


——. 


Sauropsiden die tibrigen Wirheltier: 

. — 

Kndprodukt des Purin- ; 

u. Proteinstoffwechsels : Sriugetiere Mensch u. Mensr henajj 

Harnsiure Endprodukt des Purin-  Endprodukt des Purin 
stoftwechsels: Allantoin. stottwechsels: Harnsaure. 
des Proteinstoffwechsels des Proteinstoffwechsels 
Harnstoft Harnstoft 


Ausnahmen sind der Dalmatinerhund, der ziemlich viel Harnsiure 
neben wenig Allantoin ausscheidet, sowie nach neueren Ergebnissen von 
Rondoni die Ratte, die ebenfalls vorwiegend Harnsiure als Endprodukt 
ihres endogenen Purinhaushaltes ausscheidet. Die bei den Séugetieren 
gefundenen geringen Harnsiuremengen wurden als intermediares Stoft 
wechselprodukt angesehen, die geringen Allantoinmengen, die bis vor 
kurzer Zeit beim Menschen im Harn gefunden wurden (etwa 3 bis 10 mg 
pro Tag), wurden von Wiechowski und den meisten anderen Autoren al- 
exogenen Ursprungs, aus der Nahrung stammend, aufgefaBt und die Harn 
siure beim Menschen sowie das Allantoin bei den Saugetieren als endgiiltiges. 
fiir den betreffenden Organismus nicht mehr angreifbares Stoffwechsel 
endprodukt aufgefaBt. Diese scharfe Trennung der Wirbeltierreihe in drei 
Gruppen stimmt mit den Ergebnissen morphologischer Forschungen in 
der Phylogenese sowie den Ergebnissen serologischer Forschungen (Uhlenhuth | 
vollkommen.  tiberein. 

Die Kaltbliiter unter den Wirbeltieren, die Fische und Amphibien. 
konnten damals in dieses Schema nicht eingereiht werden, da trotz einzelne: 
Feststellungen die Frage nach dem Endprodukt des Purinstoffwechsel- 


1 Lotos-Prag, Bd. 67 68, 1920. 
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bei diesen Tierklassen noch offen stand. Scaffidi und nach ihm Gale: 
hatten festgestellt, daB die Lebern von Scyllium catulus und Mustelus Har: 
siure sehr intensiv abzubauen vermégen, da dieser nach dem Typus ein 
monomolekularen Reaktion verlaufende ProzeB mittels eines durch Aceto: 
fallung weitgehend isolierbaren Ferments vor sich geht, die Gegenwa: 
von Sauerstoff erfordert und daB auch wasserige Extrakte der Leber diese: 
Fische die Fahigkeit des Harnsaiureabbaues zeigen. Die Produkte dies: 
fermentativen Harnsaiureabbaues wurden von diesen Autoren nicht fe- 
gestellt. 

Hinsichtlich der Harnbefunde bei Fischen und Amphibien lagen se!) 
widersprechende, methodisch unzureichende Befunde vor, die wenigen 
verwertbaren Arbeiten ergaben zumeist Spuren oder negative Befunc: 
hinsichtlich Harnséiure und Allantoin. Starkenstein hat im Jahre 1913 
Untersuchungen an der zoologischen Station in Neapel (unver6éffentlicht 
festgestellt, daB im Harn von Scyllium catulus mit dem Allantoinreager- 
von Wiechowski bei vorherigem Reinigungsgang eine miachtige Fallunyg 
erzeugt werden kann, die aber gegen alle bisherigen Erfahrungen nac!} 
Zerlegung mit H,S beim Einengen kein Allantoin lieferte. 

Meine eigenen Versuche an Kréten und Fréschen, tiber die ich 
seinerzeit (s. oben) kurz berichtete, ergaben im Harn dieser Tiere neben 
Harnstoff, Kreatinin, NH, und andern anorganischen Bestandteilen 
nur zweifelhafte, nicht mit Sicherheit identifizierbare Spuren von Allan 
toin bei der Aufarbeitung der geringen Fallungen, die mit Wiechowskis 
Reagens erhalten worden waren. MHarnsiure konnte nicht nach- 
gewiesen werden. Nach Injektion von Allantoin in den Lymphsack 
der Tiere konnten nur minimale Spuren davon im Harn wiedergefunden 
werden. Fermentversuche mit Leberbrei dieser Tiere ergaben damals 
keine eindeutige Antwort auf die Frage, ob Harnséiure abgebaut wird 
Die Ergebnisse unserer damaligen Versuche, die aus auBeren Griinden 
nicht weiter fortgesetzt wurden, ,,lieBen vermuten, daB weder Allan 
toin noch Harnsiure das Endprodukt des Purinstoffwechsels bei den 
Amphibien ist*. 

Die letzten Jahre brachten nun Ergebnisse, die unsere Kenntniss: 
auf diesem Stoffwechselgebiet in bemerkenswerter Weise vermehrten 


und bei ihrer prinzipiellen Wichtigkeit AnlaB gaben, sich besonders in 
methodischer Hinsicht niher mit ihnen zu befassen. 


Kayser und Establier haben bei Fallen von Diabetes insipidus und be: 
Polyurie durch Diuretica an_ stoffwechselgesunden Menschen weitaus 
gréBere Allantoinmengen im Harn feststellen kénnen, als bisher von allen 
iibrigen Untersuchern gefunden worden waren, statt héchstens 10 mg pro 
Tag bei allantoin- und purinfreier Diaét Werte von 200 bis 300 mg. Ande 
seits wurden bei Hunden nach experimenteller Lasion des Bodens dex 
vierten Ventrikels wesentliche Steigerungen der Allantoinausscheidung im 
Harn festgestellt. Sie schlieBen aus diesen Ergebnissen auf die Existenz 
eines ,,centre organovégétativ du metabolisme des purines** und erklaren 
die durch verschiedene Polyurien bei Mensch und Tier auftretende Hyper 
allantoinurie einerseits als eine durch direkte Reizung der Sympathicus 
endigungen in der Leber bedingte Aktivierung der urikolytischen Fahig 
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<eiten dieses Organs, andererseits durch eine infolge vermehrten Wasserein- 
nd ausstroms aus der Leber erfolgte Mobilisierung allfalliger Purindepots, 
wodurch diese dem fermentativen Abbau zugefiihrt werden. So sahen sie 
ils besonders groBe Steigerung nach Novasuroldiurese bei einer Lebercirrhose 
einen Anstieg von 21,2 mg Allantoin in 700 cem Harn auf 292 mg in 4 Litern 
Harn. Die genannten Autoren lehnen die bisher giiltige und fast allgemein 
anerkannte Lehrmeinung ab, da®B das beim Menschen gefundene Allantoin 
exogenen Ursprungs sei. 


Chrometzka und Schnoor (Klinik Schittenhelm-Kiel) haben diese Angaben 
wegen ihrer prinzipiellen Wichtigkeit einer Nachpriifung unterzogen. Sie 
beanstanden, meines Erachtens mit Recht, die angewandte Methodik von 
Kayser und Establier, die entgegen den genauen Angaben von Wiechowsk/ 
die Allantoinfaéllung mit seinem Reagens im menschlichen Harn als aus 
reichend spezifisch ansehen und ohne weitere Umfallungen und <An- 
reicherungen schon aus der ersten Allantoinfaillung nach Zerlegung mit 
H,S eine Trennung des Allantoins von mitgefalltem Harnstoff durch 
Ureasespaltung vornehmen und aus der Differenz der Kjeldahl-Zahlen das 
Allantoin berechnen. Chrometzka und Schnoor gehen so vor, daB sie den 
Harn nach Wiechowski reinigen, dann die erzielte Hg-Acetatfallung in 5° ,iger 
heiBer Essigsaiure lésen, wobei Allantoin sicher in Lésung bleibt und un- 
lésliche, mitgefallte Substanzen abgetrennt werden kénnen. Mit der zer 
legten Hg-Allantoinlésung verfahren sie nach der Methode von Fosse und 
Mitarbeitern: fermentative Spaltung durch Urease aus Sojabohnenmehl. 
wobei Harnstoff vollkommen zu Ammoncarbonat und Allantoin zu Allantoin- 
siure hydrolysiert wird; letztere wird dann durch Erhitzen in mineralsaurer 
Lésung in Glyoxylséure und Harnstoff zerlegt und dieser als Xanthydrol 
verbindung ausgefallt und gewogen. Dabei wurde zur Kontrolle, ob tat 
sachlich aller mit Hg-Acetat mitgefallter Harnstoff durch Urease beseitigt 
wurde, die Reaktion von Barrenscheen und Weltmann benutzt, die darin 
besteht, daB Harnstoff noch in sehr groBer Verdiinnung mit Ehrlich s Aldehyd- 
reagens eine Zeisiggriinfarbung gibt. Mit dieser Methode haben Chrometzhu 
und Schnoor die erwaihnten Befunde an Fallen von Diabetes insipidus. 
anderen Hypophysenerkrankungen ohne Polyurie und bei durch ver 
schiedene Diuretica erzeugter Polyurie bei stoffwechselgesunden Menschen 
nachgepriift. Sie fanden tatséchlich eine wesentlich gréBere Tages- 
ausscheidung von Allantoin bei hypophyséren Erkrankungen mit und 
ohne Polyurie (36 bis 70 mg gegeniiber héchstens 10mg in der Norm). 
konnten also im Prinzip die wichtigen Beobachtungen von Kayser und 
Establier bestatigen, wenn sie auch nicht die auffallend hohen Werte dieser 
Autoren fanden. Der Wert dieser analytischen Befunde erhéht sich noch 
durch den Nachweis, da®8 die gefundenen und in Rechnung gestellten 
Endfraktionen tatséchlich hinsichtlich Schmelzpunkt und Elementar 
zusammensetzung dem Allantoin entsprachen. 


Unsere eigenen Untersuchungen bezogen sich zunachst auf "die 
Beurteilung der Methode von Fosse sowie von Chrometzka ; diese ergaben 
folgendes: die Barrenscheen-Weltmannsche Harnstoffreaktion ist, wie 
Barrenscheen selbst angegeben hat, nicht spezifisch; wir konnten fest- 
stellen, daB sowohl Allantoin als auch nach Fosse durch Alkalihydrolyse 
dargestellte Allantoinsiure eine griine Aldehydreaktion geben. Wenn 
man Allantoin (schmelzpunktreines Praparat von Hoffmann-La Roche) 
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unter leichtem Erwarmen in 300 ccm Wasser lést, nach Abkiihlen mi: 
3g Sojabohnenmehl (welches eine 1°,ige Harnstofflésung nac/ 
30 Minuten bis zur vollkommen negativen Aldehydreaktion hydrolysiert 
also durchaus potent ist) und etwas Toluol versetzt, bei 38°C stehe: 
laBt (sowohl im offenen GefiB als auch verschlossen), verschwinde' 
die griine Aldehydreaktion auch nach 48 und 76 Stunden nicht. Dassell 
Resultat erhielten wir bei Verwendung von Jack Bean-Mehl (New York 
und Arleo-Urease Jack Bean von The Arlington Chemical Co. in Yonkers 
N. Y., welche beide ebenfalls Harnstofflésungen mit und ohn 
Phosphatpufferzusatz prompt zerlegten. Auch die mit H,S zerlegte Hg 
Fallung des Allantoins und daraus hergestellte Allantoinséure gabe 
stets die griine Aldehydreaktion. Das Aldehydreagens wurde genau 
nach Vorschrift aus Merckschem Praparat als 1 °,ige Lésung in 20 °iger 
Salzsiure hergestellt. Allantoin und Allantoinsiure geben diese griin: 
Aldehydreaktion noch in 1°/giger Lésung sehr deutlich, also in Kon 
zentrationen, wie sie bei der Endlésung der Allantoinbestimmung zu: 
Ureasezerlegung in Betracht kommen. Abgesehen von dieser rein 
methodischen Einschrinkung, daB die Aldehydreaktion nicht geeignet 
erscheint, die vollkommene Trennung von Harnstoff und Allantoin 
durch Ureasefermentation anzuzeigen, muB aber der Befund von 
Chrometzka und Schnoor beriicksichtigt werden, daB zentral  stoff- 
wechselgestérte Menschen gréBere Mengen von Allantoin ausscheiden, 
daB somit der menschlichen Leber, entgegen den bisherigen An- 
schauungen, unter besonderen Umstanden eine urikolytische Fahigkeit 
zukommen kann. 

Fosse und Mitarbeiter haben in einer ganzen Reihe von Arbeiten dar 
gelegt, daB die Allantoinséure, welche in vitro durch Alkalihydrolyse aus 
Allantoin leicht entsteht, ein in der Pflanzen- und Tierwelt vorkommendes 
_Endprodukt des Purinstoffwechsels ist und da8 in Leguminosensamen, 
besonders in der Sojabohne, ein als Allantoinase bezeichnetes Ferment 
vorkommt, welches diese Umwandlung herbeizufiihren vermag. AuBer 
in zahlreichen Pflanzen wurde diese Allantoinase in Fermentversuchen mit 
der Leber von Fréschen, verschiedenen Fischen (Selachier und Teleostier), 
Krebstieren und Stachelhaéutern nachgewiesen, und zwar teils als Ag- oder 
Hg-Salz, teils durch den Nachweis der Zerfallsprodukte mineralsaurer 
Hydrolyse der Allantoinséiure, nimlich der Glyoxylséure und des Harn- 
stoffes. Das Vorkommen der Allantoinase in Pflanzen wurde wiederholt 
bestitigt, erst jiingst wieder von Kishwm Ro, der sie nur in Leguminosen- 
samen gefunden hat, nicht aber in den Organen von Mensch, Hund, Pferd. 
Kaninchen. 


Bei meinen eigenen, noch zu besprechenden Fermentversuchen mit 
Leberpulver von Fischen und Fréschen wurden auch die von Fosse 
angegebenen Methoden zum Nachweis der Allantoinséiure angewandt. 
Trotz wiederholter Bemiihungen ist es nicht gelungen, bei genauester 
Einhaltung der Vorschriften von Fosse ein Hg- oder Ag-Salz der Allan- 
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toinsiure auch nur in annéahernder Schmelzpunktreinheit aus ciner 
durch Leberpulver fermentierten Harnsdure- oder Aliantoinlésung zu 
vewinnen, trotzdem, wie weiter unten dargelegt werden wird, beide 
in hohem Prozentsatz abgebaut worden waren. Der Nachweis der 
Glyoxylsiure mittels der von Fosse angegebenen Farbreaktion!, mittels 
Phenylhydrazin-Ferricvankali-Salzsiure gelang stets prompt und mit 
groBer Deutlichkeit nach vorhergegangener Saéurehydrolyse des nach 
Tanret enteiweiBten Filtrats des Verdauungsgutes. Diese Glvoxy! 
siurereaktion erwies sich aber bei niherer Untersuchung als unspezifisch 
fiir die hier in Betracht kommenden Purinkérper: eine durch leichtes 
Erwarmen frisch bereitete wasserige Allantoinlésung gibt eine schwache, 
aber doch deutlich positive Rotfairbung: wird Allantoinl6sung 1 Stunde 
und linger mit Urease und Phosphatpuffer versetzt gehalten, so gibt 
die Lésung auch ohne Séurehydrolyse cine stark positive Farbreaktion 
eine nach Fosse in 0.1 bis 0.2n KOH durch 2 Stunden bei 60°C hydro 
Ivsierte Allantoinlésung, also die Allantoinsiure, gibt ebenfalls ohne 
Saurehydrolyse eine stark positive Glyoxylsiurcreaktion 

Die Glyoxylsdurercaktion nach Fosse ist demnach uns pezifisch: denn 
die gleiche Farbreaktion gibt Allantoinsiure allein. Mit Nanthydrol 
reagieren aber Allantoin und Allantoinsiure deutlich verschieden: 
Allantoin bewirkt in 50°,iger Essigsiure erst nach lingerem Stehen 
(1 Stunde und mehr) eine geringe, staubformige Tribung, hingegen 
Allantoinsaure fallt in 50°,iger Essigsiiure sofort flockig aus, so wie der 
Harnstoff. Auch mit dem Allantoinreagens von Wiechowski reagicren 
beide Koérper verschieden: die Allantoinsiure wird nicht prompt und 
flockig ausgefallt wie Allantoin, sondern mehr sandig und diese Reaktion 
tritt erst nach langerem Stehen ein. 

Aus den angefiihrten Griinden erscheint uns der Beweis einer 
Bildung von Allantoinséure als Produkt fermentativer Eimwirkung 
im tiertschen Organismus noch nicht eindeutig erbracht. 

Von gréBter Wichtigkeit sind die Befunde von Sf. v. Przylecki 
und Mitarbeitern iiber den Purinhaushalt von Kaltbliitern. 

Im Harn von Fréschen (1 bis 3 Liter, Methode der Gewinnung leider 
nicht angegeben) hat Przytecki mittels der Folimschen Methode 0,15 bis 
0.25mg-°, Harnsiure gefunden und auch eine positive Murexidprobe 
erhalten. Purinbasen sind in so geringer Menge vorhanden, daf quiantitative 
Messung nicht méglich war. Pro 100g Frosch hat er in 24 Stunden 0,03 
bis 0,05 mg Harnsaéiure gefunden, welcher Wert durch Injektion von Purin 
basen (Inosin, Adenin, Xanthin) auf 0.09 bis 0.15 mg pro Tag und 100 ¢ 
Frosch gesteigert werden konnte. Injizierte Harnsaiure wurde gréBtenteils 
wiedergefunden, von 5,0 mg nach 48 Stunden 3,1 bis 3.9mg. Nach Injektion 
von Allantoin (10 bis 25 mg) fand er eine deutliche Vermehrung des Harn-N, 


1 (Clr. se. de ’académie des sciences ISS, 106, 1929. 
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und zwar der Ammoniak- und Harnstoff-fraktion. Die Harnbefunde vo: 
Purinbasen bei Fischen sind nicht eindeutig. 

Zum Studium des Endproduktes des Purinstoffwechsels bei Kalt 
bliitern habe ich zunachst die Untersuchung von Froschharn neuerlic|: 
aufgenommen: 

Es wurde an Fréschen durch Zerst6rung des Riickenmarkes mitte! 
Ausbohrens eine komplette Blasenlahmung erzeugt; die Tiere leben be 
entsprechender Pflege viele Tage, zeigen gute Zirkulation in den Schwimm 
hauten und haben nach 24 Stunden 3 bis 5 cem reinen, farblosen Harn in 
der Blase, der durch Ausdriicken leicht rein gewonnen werden kann. Ferne: 
wurden 50 Frésche in einer tubulierten groBen Glasglocke auf einem Draht 
netz in feuchter Atmosphare gehalten; der spontan entleerte Harn (mit 
Hautsekret und Kloakeninhalt vermengt) tropfte durch den Tubus in ein 
darunter befindliches GefaiB, welches mit etwas verdiinnter Schwefelséur 
beschickt war, weil nach fritheren Untersuchungsergebnissen (Handovsky) 
die Zersetzung wiisseriger Allantoinlésungen schon bei Zimmertemperat wi 
durch alkalische Reaktion sehr beschleunigt wird. 

Die bei meinen neuerlichen Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse 
stimmen ganz mit den vor 12 Jahren gewonnenen iiberein: die geringen 
Fallungen mit Wiechowskis Allantoinreagens ergaben nach Zerlegung 
und Einengen niemals Allantoinkristalle; es wurde nur Harnstoff 
als Xanthydrolverbindung oder Oxalatverbindung nachgewiesen. Ich 
konnte niemals in mehreren Sammelharnen von Fréschen sowie in 
frischem Froschharn eine einwandfreie Murexidreaktion  erzielen. 
Nur manchmal, aber nicht konstant, konnte eine schwach positive 
Arsenowolframreaktion (Benedict, Folin und Wu) erhalten werden, 
die jedoch zu gering war, um ihre kolorimetrische Messung zu gestatten. 
DaB nicht etwa methodische Fehler oder hemmende Substanzen im 
Froschharn diese negativen Befunde verschulden, bewiesen Versuche 
mit Zusatz von Allantoin und Harnséure zu Froschharn, die stets 
quantitativ wiedergefunden wurden. 


Nach dem Ausfall dieser Untersuchungen muB das Vorhandensein 
von Harnséure im Froschharn zumindest als sehr zweifelhaft bezeichnet 
werden. 


Die von Przytecki, spaiter von Grollman, Schwartz, Suzuki, Tamura, 
van der Heyde lediglich durch Farbreaktionen festgestellten und gemessenen 
Harnsaéuremengen im Harn von Kaltbliitern bewegen sich alle in der gleichen 
niedrigen GréBenordnung. Allantoin wurde, soweit es gesucht wurde, nicht 
gefunden. Harnsaure soll nach Schmidt-Nielsens Angabe im Walfischharn 
zu 0,7 bis 1,64 g pro Liter (nach Folins Methode bestimmt) vorhanden sein. 

Hier seien auch die interessanten Feststellungen von Grollman erwahnt. 
daB der Hauptbestandteil der N-haltigen K6érper im Harn von Lophius 
piseatorius (Angler) Trimethylaminoxyd (CH;);NO ist, das durch Isolierung 
als Goldsalz und Pikrat einwandfrei identifiziert wurde. Auch Homer 
W. Smith fand im Fischharn hauptsachlich Kreatinin und Trimethylamin- 
oxyd, daneben nur Spuren von NH,, Harnstoff und Harnséure; hingegen 
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konnte bemerkenswerterweise eine sechs- bis zehntach so groBe Ausscheidung 
von Harnstoff und Ammoniak durch die Kiemen beim Karpfen und Gold 
fisch nachgewiesen werden. Ich selbst habe Fischharn nicht untersucht. 
Kei den bereits erwahnten Untersuchungen von Starkenstein konnte det 
m Harn von Seyllium catulus mit dem Allantoinreagens erhaltene Nieder 
schlag nicht Trimethylaminoxyd sein, da dieses mit Phosphorwolframsaure 
fallt und daher schon vor dem Zusatz des Allantoinreagens entfernt 
worden ware. 

Die Fermentversuche von Przylecki mit dem Brei ganzer Frésche 
und den Lebern von Fréschen und verschiedenen Fischen ergaben die 
héchst wichtige Feststellung, daB diese Tiere mit wenigen Ausnahmen 
Karpfen und Hecht) Harnsiure und Allantoin in betraéchtlichem AusmaBe 
zu Harnstoff und in geringer Menge zu Ammoniak abbauen. Damit ware 
eine neuer Typus hinsichtlich des Endproduktes des Purinstoffwechsel= 
in der Wirbeltierreihe festgestellt. Abgesehen davon, daB diese Befunde 
eine bis nun bestandene Liicke in unseren vergleichend-physiologischen 
Kenntnissen tiber den Purinstoffwechsel ausfiillen, erscheint diese Ent 
deckung vor allem deshalb so bemerkenswert, weil sie auch unsere schon 
wiederholt geaéuBerte Vermutung bestatigt, daB die bei den Injektions 
versuchen mit Harnséure in der Bilanz sich ergebenden Fehlbetrage in 
der Harnstoffportion des Harns zu suchen seien. Diese physiologisch 
wichtigen und analog zu den neuesten Allantoinbefunden beim Menschen 
unter Umstanden auch pathologisch bedeutsamen Versuchsergebnisse 
von Przytecki wurden bisher meines Wissens nicht weiter beachtet. Przyteck: 
hat in seinen Untersuchungen auch behauptet, daB die iiberlebende Vogel- 
leber zur Harnséuresynthese befahigt sei, diesen Teil seiner Versuche konnten 
aber Ostern und Parnas nicht bestatigen, sondern sie beziehen die nut 
geringe Harnsaiurebildung bei der Autolyse von Vogellebern auf den Abbau 
von Purinbasen. 

So wertvoll die oben mitgeteilten Befunde von Przyflecki iiber die 
Bildung von Harnstoff aus Harnséiure und Allantoin durch Organe von 
Kaltbliitern in qualitativer Hinsicht sind, so kénnen sie doch in quanti- 
tativer Hinsicht nicht als beweisend gelten. Przylecki hat bestimmte 
Mengen von Harnsaéure und Allantoin mit Leberbrei oder anderen Organen 
5 bis 10 bis 20 Tage (!) bei Zimmertemperatur in groBem Luftvolumen 
unter aseptischen Bedingungen schiitteln lassen und Parallelproben ohne 
Zusatz von Purinkérpern sowie mit bei 100°C erhitztem Organbrei an 
gesetzt. Ammoniak wurde nach Schlésing, Harnstoff mittels der Urease- 
methode, Harnséure nach Folin und Allantoin nach Wiechowski bestimmt. 
Zunachst ist die Versuchsdauer fiir einen F'ermentversuch, bei dem auto 
lytische Prozesse nicht konkurrieren sollen, und nur solche kommen hier 
in Frage, unverhaltnismaéBig lange, und dies um so mehr, als Przytechy 
selbst in seiner ersten Mitteilung feststellen konnte, daB 10 g Froschgewebe 
bereits in 5 Stunden bis 45°,, von 1 g zugesetzter Harnsaure zu zerstGren 
vermégen. Dann erscheint uns die Ureasemethode zum alleinigen Nachweis 
gebildeten Harnstoffs, besonders in Leberextrakten, nicht ausreichend; denn 
es ist bekannt, daB die Urease aus Leguminosensamen durchaus nicht 
spezifisch ist und nicht nur Harnstoff hydrolysiert. Ich verweise hier aut 
eine jiingere Arbeit von Addis, wo sich auch die einschlagige Literatur 
tindet, der feststellen konnte, daB die Ureasemethode bei Leberausziigen 
zu hohe Werte fiir Harnstoff liefert, seiner Meinung nach deshalb, weil 
die in den Organen enthaltene Arginase Harnstoff auch aus Arginin erzeugt. 
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Dazu kommt noch die Fehlerquelle, die wohl alle Autoren bei ihren \ 
schiedenen Harnstoffbestimmungen in Leberausziigen erwahnen, dat} 
der Leber dem Harnstoff sehr nahestehende, bisher nicht naher definie: 
Vostufen vorhanden sind, aus denen ebenfalls Ammoncarbonat dur 
Urease gebildet werden kann. Nicht unwichtig fiir die Beurteilung « 
von Przylecki angewandten Methodik ist, daB er eine Harnstoffbildu 
bei den Lebern von Karpfen und Hecht nicht fand, obwohl die erwahnt: 
italienischen Autoren reichlichen Harnséureabbau durch die Lebern dies 
Fische gefunden haben. Przylecki hat positive Befunde erhoben bei Ray 
von Urodelen bei Proteus, bei Salamander, Triton, Pipa, Scyllium, Ra 
lg Froschgewebe lieferten z. B. aus 500 mg Allantoin-N in 5 bis 10 Tay 
140 bis 247 mg Harnstoff- und Ammoniak-N. Die gleichen Organmeny: 
ohne Zusatz oder nach Aufkochen mit Allantoin versetzt gaben gleichzeit\, 
12 bis 22 mg Harnstoff- und Ammoniak-N. Aus 5 bis 10g Leber v 
Sevilium wurden in 20 bis 30 Tagen bei Zusatz von 500 mg Harnsiure-\ 
60 bis 90mg Harnsiure-N, 63 bis 94mg Harnstoff-N und 7 bis ld ii 
Ammoniak-N und ebenso aus 500 mg Allantoin-N 120 bis 153mg Ham 
stoff-N und 10 bis 19 mg Ammoniak-N erhalten. In diesen GréBenordnuny: 
hewegen sich die positiven Befunde von Przyteck:. 


In Fortsetzung meiner fritheren Untersuchungen wurden dies: 


unter méglichster Ausschaltung der erwahnten Fehlerquellen in’ de: 


eben besprochenen Richtung weitergefiihrt. Zunachst wurden Ferment 
versuche mit Lebern von Rana esculenta und temporaria, Karpten 
(Cyprinus carpio), Hecht (Esox lucidus) und Wels (Silurus glanis) i: 
Angriff genommen. Da die Versuche mit den Lebern der genannten 
Fische im Gegensatz zu den Angaben von Przy/ecki die gleiche Fahigkeit 
des Abbaues von Harnsaure und Allantoin unter Bildung von Harnstofi 
ergaben, wie sie Przylecki bei den verschiedenen Meeresfischen fest 
gestellt hatte. konnte ich mich auf dieses leichter zu beschaffend: 
Material beschranken. 


Die Lebern frisch getéteter Frésche bzw. Fische wurden nach dem vor 
_Wiechowski angegebenen Verfahren! zu dauernd haltbaren Organpulvern 
verarbeitet. Die Entfettung der lufttrockenen Pulver wurde durch drei 
bis fiinfmalige Extraktion mit Toluol und ein- bis zweimalige Extraktion 
mit wasserfreiem (wichtig, da sonst Fermentverluste!) Aceton durch 
vefiihrt. Alle Versuche wurden in den Wintermonaten Oktober bis Marz 
also in der Zeit des Winterschlates dieser Tiere -—- angestellt. Die Lebern 
sind = auberordentlich fett und glykogenreich. 100g des bindegewebe 
freien Leberbreies von Karpfen lieferten 40g lufttrockenes Pulver und 
diese wiederum nur 23,1 g entfettetes Pulver, so da 42,3°, des lutt 
trockenen Leberpulvers durch Toluol und Aceton extrahierbares Fett 
enthielten. Der auBerordentlich groBe Glykogengehalt (im Vergleich zu 
Saugetierlebern) war bei meinen Untersuchungen sehr stérend. Furr di: 
kolorimetrische Harnsaéurebestimmung bewahrte sich am besten ein kurze- 
Aufkochen des durch Hitzekoagulation enteiweiten Organplasmas be 
etwa 1° ,igem Schwefelséuregehalt, wobei die stérende, vom Glykogen 
herriihrende Triibung restlos verschwand. Fiir die Allantoinbestimmung 


! Siehe Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmeth. 3. 1910. 
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rwies es sich als zweckmabig, im enteiweiBten, unverdiinnten, scliwetel 
vuren (1°,) Organplasma eine Fallung mit Werckscher Phosphorwoltram 


ture in Substanz vorzunehmen, wobei jeder CherschuB an Phosphor 


volframsaure zu vermeiden ist; denn sonst geht Glykogen wieder in Lésung 
ind stért sehr, weil es die zur Analvse nétigen Schwermetalle Ag und Hg 
us Sehutzkolloid in Pseudolésung halt und dadurch ihre Entternung 
crschwert. 


Harnsaure wurde in Form des Werekschen Praparats ..ftir wissenschatt- 
iche Zwecke* oder als analysenreines Natriumurat von Schuchardt, Allantoin 
1 Form des schmelzpunktreinen Priaparats von Hoffmann-La Roche ver 
wendet. Die Ansiétze wurden zumeist so gewahlit. dab je 5g Leberpulve: 
mit 100mg Na-Urat oder 200 mg Allantoin in 100 cem 0,05°.iger Soda 
l6sung durch 5 bis 6 Stunden bei Zimmertemperatur in verschlossenen 
(refaBen auf der Schiittelmaschine gehalten wurden. Die GefaBe waren 
héchstens zur Halfte mit der Suspension getiillt, erhielten einige Tropten 
foluol als konservierenden Zusatz und wahrend der Versuchsdauer wurde 
die Fliissigkeit é6fters mit Sauerstoff angereichert. 


Die Versuche von A, Felix iiber das urikolytische Ferment in Saugetier 
lebern hatten ergeben, daB die Urikolyse aus wenigstens drei Teilvorgangen 
besteht, Oxydation, Abspaltung von | CO, und Aufnahme von 1 H,O, 
welche verschiedene py-Optima haben; eines liegt bei py 8.9 und eines bei 
bei 9.9 bis 10. Diese mit modernster Methodik gewonnenen Ergebnisse 
stehen durchaus im Einklang mit dem schon bald 30 Jahre zuriickliegenden 
rein empirisch von Wiechowski gefundenen Optimum von 0,05°,, Soda, 
was einer Alkalinitét von etwa py 9.5 entspricht. Eigens angestellte Ver- 
suche ergaben,. da®B die Verwendung von Pufferlésungen wie Phosphate ode1 
Borate keinen Vorteil gegeniiber der bewahrten Sodalésung boten 


Zur Harnsdéurebestimmung wurde die Methode von Benedict oder 
Vorris- Macleod verwendet, welche sich in durch Hitzekoagulation ent 
erweibten Leberausziigen durchaus bewahrte: Harnsaiure wurde nach 
Schiitteln mit gekochtem Leberpulver mit dieser Methode quantitativ 
wiedergewonnen. Die Allantoinbestimmungen wurden nach der Methode 
Wiechowskis und Titration der Hg-Fallung nach Handovsky ausgetiihrt. 
Wenn es gelang, ein glykogenfreies Filtrat zu erhalten, lieferte die Methode 
hei den Fischlebern und ebenso bei Warmbliiterlebern befriedigende Resul 
tate mit einer Fehlergrenze von 5°... und das so bestimmte Allantoin 
konnte nach Zerlegung der Fallung und wiederholte Umfallung schmelz 
punktrein gewonnen werden. Hingegen versagte die Methode bei det 
Verarbeitung von Froschleberversuchen; sie lieferte (bisweilen) viel zu hohe 
Werte fiir Allantoin, und es konnte wiederholt reichliche Mitfallung von 
Harnstoff nachgewiesen werden (Xanthydrol). Ammoniak wurde nach 
Pinkussens Mikromethode bestimmt. Die Bestimmung des Harnstoffs 
wurde einerseits nach der Ureasemethode ausgefiihrt, der hierbei gebildete 
Ammoniak titrimetrisch nach van Slyke und Cullen bestimmt, andererseit~ 
nach der Xanthydrolmethode von Fosse, welch letztere gestattet. durch 
Schmelzpunkt- und N-Bestimmung des erhaltenen Niederschlags eine 
wenn auch nicht véllig beweisende, so doch nach dem Stande der heutigen 
Methodik zureichende Definition des Harnstoffs als Dixanthylverbinduny 
durchzufiihren. Zugesetzter Harnstoff wurde aus Schiittelversuchen mit 
Fisch-, Frosch- und Hundelebern, deren praformierter Harnstoff vorher 
bestimmt worden war, mit befriedigender Genauigkeit wiedergefunden. 





2496 Ek. Stransky: 


Dies gelang jedoch nur nach vorheriger Reinigung des durch Hitzekoagulat i: 
oder durch Trichloressigséurefallung enteiweiBten Filtrats. Als Reiniguny 
methode bewahrte sich die von Wiechowski bei der Allantoinbestimmu 
angegebene Ausfaillung mit Phosphorwolframséure in dem auf 1 °,igk 
Schwefelsauregehalt gebrachten Filtrat. Entfernung der iiberschiissige 
Phosphorwolframséure und Schwefelséure durch Bleioxyd, Entbleiun. 
des Filtrats durch H,S und dessen Vertreibung durch Luft. Fiir die Ureas: 
bestimmung ist sodann Neutralisierung des Endfiltrats mit Soda nétiz 
Ohne eine solche Reinigung enthalt der Xanthydrolniederschlag Ve 
unreinigungen. 

Das ideale Ziel, den Harnstoff tatsachlich darzustellen oder auBer al 
Dixanthylverbindung noch in einer anderen, charakteristischen, analysie: 
baren Verbindung zu gewinnen, wurde trotz vielfacher Bemiihungen nicht 
erreicht. Eine Reindarstellung auch aus groBen Chargen (50 bis 100 ¢ 
Organpulver und entsprechendem Zusatz von Purinkérpern) gelang nicht 
wegen der hohen Léslichkeit und leichten Zersetzlichkeit des Harnstoffs 
Ganz in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen von Jaffé aus dem Jahr 
1890 konnten wir feststellen, da der Harnstoff schon bei gew6éhnliche: 
Temperatur in alkoholischen Leberausziigen zur Urethanbildung neigt und 
dann wegen der Fliichtigkeit des Urethans mit Wasser- oder Alkohol 
dampfen beim Einengen verlorengeht. Dieser zu wenig beachtete Vorgany 
erklart es, daB das alte, bislang nicht geléste Problem einer zureichenden 
Harnstoffbestimmung bzw. Darstellung aus Geweben und besonders aus 
der Leber trotz den Bemiihungen so hervorragender Autoren wie Schréder. 
Hoppe-Seyler, Gottlieb, O. Lowi, Schwarz nicht gelést ist und daB so divergente. 
sogar vollkommen negative Ergebnisse erhalten wurden. Die Versuche. 
den Harnstoff als atherunlésliche Oxalsaureverbindung aus den alkoholi 
schen Leberausziigen zu gewinnen, sind gleichfalls ganz unbefriedigend 
ausgefallen. Wir haben uns die Erfahrungen von Gottlieb und O. Léwi zu 
eigen gemacht, wahrend der ganzen Prozedur niemals eine héhere Tem 
peratur als 45° C zu verwenden, alle Einengungen im Vakuum vorgenommen 
und erhielten schlieBlich, sowohl mit als auch ohne Mercurinitratvorfallung. 
bei der endgiiltigen Fallung nach Briicke-Schréder ziemlich volumindése. 
rein weiBe Fallungen mit atherischer Oxalsiurelésung, die nur wenig Harn 
stoff und trotz vielfach wiederholter vorheriger Reinigung mit Essigaéthe: 
reichlich organische Beimengungen enthielten, welche sich bei naheret 
Untersuchung zum Teil als Glucose erwiesen (Reduktion, optisches Ver- 
halten und Osazon mit entsprechendem Schmelzpunkt). Bei Parallel- 
versuchen mit Schweineleberpulver enthielt das Endprodukt ebenfall- 
organische Beimengungen, die Jedoch nicht reduzierten. 

Kurz zusammengefapt ergaben die Fermentversuche mit Leber pulver 
von Fischen (hauptsichlich Karpfen) und Fréschen ein betrachtliches 
Abbauvermégen fiir Harnséure und Allantoin, reichliche Bildung von 
Harnstoff aus diesen, geringe, nicht stets nachweisbare Bildung 
von Ammoniak, Allantoinbildung als Zwischenprodukt des Harn- 
siureabbaues (nur bei Fischlebern nachgewiesen). Oxalséure konnte 
unter den Endprodukten des Purinstoffwechsels nicht gefunden werden. 
Der Nachweis der fermentativen Umsetzung der Purinkérper zu 
Harnstoff gelingt schon in Versuchen von 5 bis 6 Stunden Dauer 
bei Zimmertemperatur. Die Urikase und Allantoinase der Kaltbliiter- 
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eber ist sehr resistent gegen Chinin- und Atoxylvergiftung, wird aber 
lurch Erhitzen auf 100° C véllig inaktiviert. 
Aus dem vorliegenden Zahlenmaterial seien als Beispiele angefihrt : 


1. Abbau von Harnsaéure und Allantoin. Froschleberpulver zerstdért 
n 5 Stunden Harnsdure bis zu 90°, oder unmeBbaren Spuren bei einem 
\nsatz von 5g auf 100mg Harnsdure. 5g Froschleberpulver bauen von 
200 mg zugesetzten Allantoins in 5 bis 6 Stunden 50 bis 95°, 
pulver von Karpfen, Hecht und Wels bauen in 5 bis 6 Stunden von zu- 
gesetzten 200 mg Allantoin 50 bis 81°, und von 100mg Harnsaure 50 
bis 87°, ab. Kontrollen mit Leberpulver von Schwein, Hund und Kaninchen 
ergaben hinsichtlich des Allantoinabbaues ein negatives Ergebnis. es wurden 
stets mindestens 90°, wiedergefunden. 


ab. 5g Leber- 


2. Aufsuchung der Abbauprodukte. 10g Karpfenleberpulver werden 
mit 300 mg Natrium uricum in 200 cem 0,05°,iger Sodalésung 7 Stunden 
bei Zimmertemperatur und mehrmaligem Einleiten von Sauerstoff ge- 
schiittelt. EnteiweiBung mit 20°,iger Trichloressigsiure. Vom Filtrat 
werden je 10 cem mit Soda in Substanz neutralisiert, dazu 1 cem Phosphat- 
puffer und eine Messerspitze Ureasemehl zugesetzt. 206 cem des Filtrats 
werden auf 1°,ige Schwefelsiure gebracht, Phosphorwolframsaurefallung, 
Bleioxyd-Schwefelwasserstoffbehandlung, Liiftung. Je 20cem werden 
nach Fosse mit Xanthydrol ausgefallt. 10 g des Leberpulvers mit 200 cem 
0.05 °.iger Sodalésung allein werden analog verarbeitet. Ohne Harnsaure- 
zusatz wurden gefunden: 0,721 mg NH,, 5.87mg Harnstoff nach det 
Xanthydrolmethode, 8,42 mg Harnstoff nach der Ureasemethode. — Bei 
Zusatz von 300mg Urat: 0.644mg NH, 86.5 mg Harnstoff nach der 
Xanthydrolmethode und 97,8 mg nach der Ureasemethode. Nach Abzuy 
der praformierten Harnstoffmengen wurden gefunden 80,6 mg Harnstoft 
nach der Xanthydrolmethode und 89,4 mg nach der Ureasemethode. Die 
Xanthydrolfallungen gaben einen F. P. von 275 bis 277° C unkorr., ein aus 
reinstem Harnstoff dargestellter Dixanthylharnstoff hatte mit demselben 
Thermometer gemessen einen F. P. von 278 bis 280°C (Fosse gibt Werte 
bis 280°C an), die NH,-Bestimmung der Xanthydrolfallung (Ajeldah/) 
ergibt statt theoretischer 1,198 mg (8,095°,.,) 1,190 mg. demnach betriedi 
vende Werte. Von zugesetzter Harnsiure, 300mg Na. uricum, wurden 
17 mg wiedergefunden, d.i. 5,6°,. 

Als Beispiel des Allantoinabbaues sei folgender Versuch angefilirt : 
je 10g Karpfenpulver werden mit 200 cem 0,05°, Soda nach O-Einleitung 
5 Stunden geschiittelt, a) ohne weiteren Zusatz, b) mit 200 mg Allantoin 
N H,-Bestimmung in a) 9,74 mg-°,, in b) 9,80 mg-°,. Harnstoffbestimmung 
(Xanthydrol) in a) 1,18 mg-°,, in b) 28,51 mg-°,. Nach Abzug der pra- 
formierten NH, und Harnstoffes ergibt dies fiir 200 ccm eine Bildung von 
54.7 mg Harnstoff. Von 200 mg Allantoin wurden 68.2 mg wiedergefunden. 
G. i. 36,8 “as 

Analoge Ansitze mit bei 105°C getrocknetem Leberpulver sowie mit 
Leberpulver von verschiedenen Saugetieren ergaben keen Allantoin 
abbau, keine Harnstoffbildung. Froschleberpulver lieferte aus 130 mg 
Allantoin nach Abzug des praformierten Harnstoffs und Ammoniaks 
48.8 mg Harnstoff und geringe Vermehrung des Ammoniaks. 

Bei Parallelbestimmungen des Harnstoffs nach Fosse und mit det 
Ureasemethode wurden stets mit der Ureasemethode héhere Werte ge 
funden. AuBer dem bereits angefiihrten Beispiel sei noch angefiihrt: Je 
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5g WKarptfenleberpulver werden mit 100 cem 0,05°,, Soda 5 bis 6 Stund 
geschiittelt, a) mit Zusatz von 100 mg Na-Urat, b) mit 100 mg Allantoi: 
¢) ohne Zusatz. Nach Abzug der in c) gefundenen Werte fiir praformiert: 
NH, und Harnstoff wurden als Harnstoff gefunden: 


a) Ureasemethode 34,1 mg. Xanthydrolmethode 26,8 mg 
b) % 35,8 ., a 28,9 


Eine NH,-Mehrbildung konnte nicht regelmaBig und in den positive 
Fallen auch nur in geringem AusmabB nachgewiesen werden, auch Przylec/ 
hat nur geringe NH,-Bildung gefunden: ich konnte héchstens I1mg NH 
bei den Ansiétzen von 5g Leberpulver auf 100 mg Allantoin oder Ura 
nachweisen. 

Kine Allantoinbildung aus zugesetzter Harnsaéure wurde einwandtr 
nur bei Karpfenleberpulver gefunden, nicht bei Froschleber; 25 g Karpfen 
leberpulver werden mit 500 cem 0,05°,, Soda und 1,2 ¢ Na-Urat 6 Stunde: 
geschiittelt. Von 807mg zugesetzter Harnsaiure wurden 11.2 mg dure! 
Bestimmung nach Benedict wiedergefunden, demnach 795,8 mg abgebaut 
Grefunden wurden 450 mg Allantoin, Titration nach Handovsk y-Wiechowsk: 
Kin Teil der Hg-Fallung wurde bis zur Reindarstellung, bis zur Gewinnung 
von Kristallen verarbeitet, welche einen F. P. von 222 bis 223°C unkor: 
zeigten. Das Roche-Praparat zeigte am gleichen Thermometer den gleiche: 
F. P. und ebenso ein Gemenge beider Kristalle. Bei Ansatz mit Frosch 
leberpulver konnte jedoch in mehreren Versuchen mit der gleichen Metho«d 
Allantoin als Abbauprodukt nicht nachgewiesen werden, offenbar deswegen. 
weil in der Froschleber der fermentative Weiterabbau gréBer und schneller 
vor sich geht als in der Fischleber. DaB aber trotzdem das Allantoin 
auch beim Frosch ein Zwischenprodukt des Purinabbaues sein kann. 
dart daraus geschlossen werden, dais Allantoin von der Froschlebe: 
weitgehend zu Harnstoff abgebaut wird. Auch die von Fosse gefunden 
Allantoinsiiure kann diese Unterschiede zwischen Fisch- und Frosehlebe: 
vielleicht erkliaren. 

Oxalsaure konnte nach dem Extraktionsvertahren von Salkowski in 
Verdauungsgut nicht nachgewiesen werden. Przyteck? hat in seiner ersten 
Arbeit den von ihm durchgefiihrten Nachweis der Oxalsiiure als Abbau 
produkt fiir eine nachste Arbeit angekiindigt, jedoch bisher nichts weite: 
daritber veréffentlicht. 

SchlieBlich sei noch angeftibrt, daB die gefundenen Werte fiir neu 
gebildeten Harnstoff und Ammoniak rechnerisch nicht vollkommen den 
abgebauten Mengen von Harnséure bzw. Allantoin entsprachen; es 
wurden gréBere Differenzen gefunden, die zum Teil wohl der schwierigen 
Methodik, der leichten Zersetzlichkeit aller in Frage kommenden Sub 
stanzen und vielleicht noch unbekannten Zwischenprodukten  zuzu- 
schreiben sind. 


Die dargelegten Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben 
unsere Kenntnisse tiber den Purinstoffwechsel in mancher Hinsicht 
wesentlich bereichert. Sie erméglichen es, das eingangs erwahnte von 
mir friiher aufgestellte Schema einer Einteilung der Wirbeltiere nach 
dem Endprodukt ihres Purin- und Proteinstoffwechsels zu erganzen 
und in mancher Hinsicht auf Grund des vorliegenden Tatsachenmaterials 
zu verbessern, 
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hinteilung der Wirbeltiere nach dem Endprodukt ihres Purin 
und Proteinstoffwechsels. 





Endprodukte des 
Wirbeltierklasse : 


Purinstoffwechsels Proteinstoffwechsels 
; , { Harnstoff, Ammoniak, Harnstott 
hische und Amphibien — - ; o : ; ‘ 
\ intermediir Allantoin lrimethylaminoxyi 
Sauropsiden . . . 5 ie Harnsaure Harnsaure 
| Allantoin. } 


Sdugetiere Harnstott 


| intermediar Harnsaure — | 


Harnstott 


; Harnsaure (pathologisc} 
Mensch und Menschenaften — ees 


auch Allantoin) 


Zusammenfassung. 


1. Fische und Amphibien scheiden als Endprodukt des Purinstoff- 
wechsels Harnstoff aus. Harnsiure und Allantoin konnten im Frosch- 
harn nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. 

2. In Ubereinstimmung mit den Befunden von Przylecki wurde 
festgestellt, daB die Organe (Lebern) dieser Tierklassen Allantoin zu 
Harnstoff abbauen und ebenso auch Harnséure, wobei Allantoin als 
Zwischenprodukt auftreten kann. Diese Fahigkeit kommt auch den 
SiBwasserfischen Karpfen, Hecht und Wels zu. Mittels der Xanthydrol 
methode von Fosse konnte der aus den Purinkérpern fermentatiy 
entstandene Harnstoff durch Schmelzpunkt- und N-Bestimmung 
identifiziert werden. Die Ureasemethode liefert zu hohe Harnstoff 
werte aus Leberausziigen. Oxalsiure ist kein Endprodukt des fermen 
tativen Abbaues der Purinkérper. 

3. In methodischer Bezichung ergaben die Untersuchungen: 

a) Die Fhrlichsche Aldehydreaktion auf Harnstoff (Zeisiggriin 
farbung) nach Barrenscheen und Weltmann ist nicht geeignet., anzu- 
zeigen, ob bei einer durch Urease aus Leguminosensamen bewirkten 
Trennung von Harnstoff und Allantoin der Harnstoff quantitativ zerlegt 
ist, wie dies Chrometzka und Schnoor angeben. Denn sowohl Allantoin 
als auch die Allantoinsiure geben eine positive Aldehydreaktion, 

b) Die von Fosse und Mitarbeitern angegebene Farbreaktion auf 
Glyoxylsiure mittels Phenyvlhydrazin, Ferricyvankali und = Salzsaure 
(Rotfarbung) zum Nachweis der Allantoinséiure, welche bei mineral- 
saurer Hydrolyse in Harnstoff und Glyoxylsaure zerfallt, ist  micht 
charakteristisch: Allantoin in wiasseriger Lésung gibt eine schwach 
positive Reaktion beim Erhitzen und in essigsaurer Loésung stark 
positive Reaktion, und die Allantoinsiure allein gibt ebenfalls ein: 
stark positive Farbreaktion. Allantoin und Allantoinsiure unter- 
scheiden sich deutlich in ihrem Verhalten gegen XNanthydrol und gegen 
das Allantoinreagens von Wiechowski. 
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4. Die neueren Ergebnisse von Arbeiten itiber den Purinhaush 
ermoéglichen folgendes Schema der Endprodukte der Purinkérpe: 
der Wirbeltierreihe aufzustellen: 

Gruppe I: Kaltbliiter (Fische und Amphibien). Hauptendproduk:, 
des Purinstoffwechsels sind Harnstoff und Ammonia! 
Hauptendprodukte des Proteinstoffwechsels Harnstoff wid 
Trimethylaminoxyd. 

(rruppe II: Sauropsiden (Végel und Reptilien). Hauptendprodukt «.. 
Purin- und Proteinstoffwechsels ist Harnsiure. 

Gruppe III: Saugetiere. Hauptendprodukt der Purinkérper ist Alla: 
toin, Zwischenprodukt ist Harnsiure, Hauptendprodukt 
des Proteinstoffwechsels ist Harnstoff. 

Gruppe IV: Mensch und Menschenaffen. Hauptendprodukt der Puri: 
kérper ist Harnsiure; unter besonderen Umstinden kai, 
auch Allantoin in geringen Mengen gebildet werden 
Hauptendprodukt des Proteinstoffwechsels ist Harnstoft 


Literatur. 


Addis, Proc. Soc. exp. Biol. and Med. 25, 365, 1928. Barrensche« 
u. Weltmann, diese Zeitschr. 131, 591, 1922. — Barrenscheen, ebenda 140 
426, 1923. — Benedict, J. of biol. Chem. 64, 215, 1925. — Chrometzka 
Schnoor, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 80, 278, 1931. — K. Felix, Hopy» 
Seyler 180, 90, 1929; Klin. Wochenschr. 1, 292, 1930. — Fosse u. Mitarbeite 
L’urée, Paris 1928, Presses universitaires de France; (. r. de Vacad. de- 
sciences 190, 79, 1930; 188, 106, 1929; 185, 800, 1927; C. r. Soe. Biol. Pari- 


103, 67, 1930. — Galeotti, diese Zeitschr. 30, 374, 1911. Gottlieb, Arch. }. 


exper. Pathol. u. Ther. 42, 238, 1899. — Grollman, J. of biol. Chem. S1. 
267. 1929. - Handovsky, Hoppe-Seyler 90, 211, 1914. van der He yd 
J. of biol. Chem. 46, 421, 1921. — Jaffé, Hoppe-Seyler 14, 395, 1890. 
Kayser u. Establier, Ann. de Physiol. 5, 370, 1929. O. Léwi, Hopy: 
Seyler, 26, 511 1898. — Morris-Macleod, J. of biol. Chem. 50, 55, 1922. 
stern u. Parnas, Acta biol. exp. Warszawa 5, 19, 1930. — Pinkussen. 
Mikromethodik, Thieme, Leipzig. — St. von Przytecki, Arch. internat. «i 
Physiol. 24, 238, 1925; 24, 317, 1925; 26, 33, 1926; 27, 159, 1926; dies 
Zeitschr. 236, 122, 1931. — Ro Kishun, J. of Biochem. 14, 405, 1932. 
Rondoni, Arch. di Se. biol. 15, 569, 1980; Krankenhausforsch. 9, 211, 1931. 
Scaffidi, diese Zeitschr. 18, 506, 1909; 25, 296, 1910. — Schmidt-Nielse, 
u. Holmsen, Arch. f. internat. de Physiol. 18, 128, 1921. — Homer W. Smith. 
J. of biol. Chem. 81, 727, 1929. — E. Stransky, Lotos-Prag 67/68, 27, 1920. 
Suzuki, Japan. J. of med. se. 1, 69, 1925. — Tamura, Proc. Imp. Acad 
Tokyo 4, 413, 1928. — Wiechowski, diese Zeitschr. 19, 366, 1909; 25, 431. 
1910; Abderhaldens Handb. III, 1910. — Neubauer-Huppert, Analyse de- 
Harnes, 11. Aufl., 1910. 
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Untersuchungen iiber die Jodkolorimetrie der 
Cellulosedextrine nebst Grundlinien einer jodkolorimetrischen 
Cellulosebestimmungsmethode. 

Von 
Lauri Paloheimo und Viljo Valavaara. 

(Aus dem Institut fiir Haustierlehre der Universitat Helsinki.) 
(Eingegangen am 11. September 1933.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 

Die Eigenschaft der Cellulose, bei Gegenwart von starken Sauren 
sich mit Jod blau zu farben, ist den Botanikern von jeher bekannt 


und wird bei mikroskopischen Untersuchungen zum = qualitativen 
Nachweis der Cellulose hiufig benutzt. Spiter haben Héniqg und 


Schubert, ferner Samec und Matulat den Gang der Cellulosehydrolyse 


in stark sauren Lisungen durch Zusatz von Jodlésung gepriift. Je 
weiter die Hydrolyse fortschreitet, um so mehr wird die Farbe der 
Lésung von Blau iiber Violett und Rot bis Orange verschoben. 

Bei seinen Untersuchungen zur Ausarbeitung einer jodkolori- 
metrischen Stairkebestimmungsmethode ist der eine von uns, L. Palo- 
heimo*, dazu gekommen, sich der Jodreaktion der Cellulose als Grund- 
lage einer jodkolorimetrischen Cellulosebestimmungsmethode zu be- 
dienen. Seine Untersuchungen iiber die Ligninbestimmung mit Siure- 
hydrolyse® haben bereits gezeigt, da sowohl die reine wie auch die 
inkrustierte Cellulose mit 70° iger Schwefelsiure auBerordentlich schnell 
in kolloidale Dextrinlésung iibergefiihrt werden kann. Daher haben 


' Kolloidchem. Beih. 11, 37, 1919. 

* Diese Zeitschr. 222, 150, 1930; 288, 391, 1931 (zusammen mit Jrja 
Paloheimo); 238, 401, 1931 (zusammen mit Jiro Antila). 

% Transactions of the Agricultural Society in Finland 13, 1926; diese 
Zeitschr. 165, 463, 1925; 214, 161, 1929. 
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wir auch von Anfang an mit 70°. iger Schwefelsaiure als hydrolytischem 
Agens gearbeitet. Die ersten Versuche, die mit 70° iger Schwefelsaure 
hergestellten Cellulosedextrinlésungen mit Jod zu farben, hat Paloheimo 
schon wahrend seiner ersten Jodstarkeuntersuchungen gemacht. Die 
systematischen Untersuchungen konnten wir aber erst beginnen, als 
in unserem Institut ein Pulfrich-Photometer angeschafft wurde. 


I. Vorbereitende Untersuchungen ohne Photometer. 


Zur Herstellung der Cellulosedextrinlésungen bedienten wir uns 
bei diesen Untersuchungen reinen Filtrierpapiers. Zur Hydrolyse der 
Cellulose wurde eine 70°,ige Schwefelséurelésung (spezifisches Gewicht 
bei 18° 1,615) verwendet. Um den Anfang der Hydrolyse zu beschleunigen 
und um ein méglichst gleichzeitiges Beginnen der Hydrolyse in allen Teilen 
der zu hydrolysierenden Cellulosemasse zustande zu bringen, wurde das 
zu hydrolysierende Material vor der Hydrolyse mit Wasser angefeuchtet 
(vgl. die Ligninuntersuchungen von Paloheimo'). Nach dem Einbringen 
des angefeuchteten Papiers in die Flasche mit 70°,iger Schwefelséure 
(Hydrolyseflasche), wurde die Flasche mit einem Gummist6psel verschlossen 
und einige Sekunden kraftig geschiittelt. Die AufschlieSung des Papiers 
erfolgt auBerordentlich schnell. Sodann wurde die Flasche in einer 
rotierenden Schiitteleinrichtung eine bestimmte Zeit geschiittelt. Die 
Umdrehungsgeschwindigkeit war 44 bis 46 Umdrehungen in der Minute. 
Die Cellulosekonzentration der Lésungen wird in Celluloseprozenten an- 
gegeben, worunter wir die Grammzahl Cellulose in 100cem Lésung 
verstehen. 

Grundlésung fiir alle von uns verwandten, verdiinnten Jodlésungen 
war eine bei 19° mit Jod gesattigte KJ-Lésung, die 5g KJ pro 100 cem 
Wasser enthielt. Die Jodkonzentration der Lésungen wird in KJ- 
Normalitat angegeben. Fiir unsere Jodgrundlésung ist diese Normalitat 
0,297. Es erschien unzweckmaBig, die Jodlésung bereits vor dem Beginn 
der Hydrolyse in die Hydrolyseflasche einzubringen, weil die Cellulosegallerte 
das Jod intensiv adsorbiert und danach nur langsam und ungleichmabig 
weiter hydrolysiert wird. Auch ist es ungeeignet, eine durch Hydrolyse 
gewonnene Dextrinlésung direkt mit Jod zu versetzen, ohne sie erst (oder 
gleichzeitig) mit Wasser zu verdiinnen, weil die Farbe der so erhaltenen 
Lésungen, auf dem Fortschreiten der Hydrolyse beruhend, sehr unbestandig 
ist. Diese Erfahrungen fiihrten uns dazu, die Dextrinlésungen nach der 
Hydrolyse entweder mit einer gréBeren Menge von verdiinnter Jodlésung 
zu versetzen, oder sie erst mit Wasser zu verdiinnen und dann mit einer ge- 
ringeren Menge einer konzentrierten Jodlésung zu versetzen. Hierdurch 
werden die Lésungen gewissermaBen stabilisiert, so daB die Beobach- 
tungen ihrer Farbe erleichtert werden. Es ist aber zu beachten, daB der 
Dispersitaétsgrad der stark sauren Cellulosedextrinlésungen durch Wasser- 
verdiinnung verandert wird, so daB die Dextrine sogar koaguliert ausfallen 
k6énnen. 

Um diese Verhaltnisse zu studieren, haben wir 0,5 g Filtrierpapier 
20 Minuten mit 400 cem 70°,iger Schwefelsiure hydrolysiert und kleine 
Proben des Hydrolysats mit verschieden groBen Wassermengen verdiinnt, 


1 Diese Zeitschr. 214, 161, 1929. 
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so daB man Lésungen mit folgenden Schwefelséiureprozenten erhielt : 60,6, 
53,5, 47.8, 43.3 und 39,5. Die drei ersten Lésungen verblieben klar, in der 
vierten Lésung bildete sich allmahlich eine weiBbe Tritbung, und in der 
fiinften war ein Koagulum sofort nach dem Wasserzusatz wahrnehmbar. 
Erwarmen der Lésungen beschleunigt das Ausfallen der Dextrine, und 
in derselben Richtung wirkt auch die Temperatursteigerung, die von 
dem Wasserzusatz bedingt ist. Auch die Zufuhr von Jodlésung in das 
Verdiinnungswasser oder in die bereits verdiinnte Lésung scheint die Dis- 
persionsvergr6éberung zu férdern (s. Tabelle I). 

Die Versuche, deren Resultate aus Tabelle | ersichtlich sind, waren 
folgendermaBen ausgefiihrt: Es wurden 0,5 g Filtrierpapier in oben- 
erwahnter Weise mit 400 cem 70°,iger Schwefelsiure behandelt. Nach 
verschieden langen Zeitabschnitten wurden aus der Hydrolyseflasche 
gleichzeitig fiinf bis sechs Proben, je 20 cem, genommen und sofort mit 
10 cem Jodlésung mit abwechselndem Jodgehalt verdiinnt. Alle Proben 
hatten somit dieselbe Dextrinkonzentration (0,083 g Cellulose pro 100 cem 
Lésung) und dieselbe Schwefelsiurekonzentration (53.5 Gewichtsprozent 
H,SO,). Nach dem Jodgehalt verteilen sich die Losungen in sechs Gruppen 
und nach der Hydrolysedauer in sieben Gruppen. Wie man aus der Tabelle | 
ersieht, wird die Farbe der Dextrinlésungen bei fortschreitender Hydrolyse 
von Blau iiber Violett, Rot und Orange bis Gelb verschoben. Wir sehen, da® 
diese Farbenskala dieselbe ist, die Samec und Matula beobachtet haben 
(s. oben), und die uns auch von dextrinierten Starkel6sungen bekannt ist!. 
Ferner ersieht rnan aus Tabelle I, daB die Cellulosedextrinlésungen bei 
héherer Jodkonzentration blau gefarbt werden und daB die Farbe allmahlich 
nach Gelb verschoben wird, wenn man den Jodgehalt der Lésung verringert. 


Tabelle I. 
Einwirkung der Hydrolysedauer und Jodkonzentration auf die 
Farbe der Cellulosedextrinlésungen. 








Dauer 
der kKJ-Normalitat 
Hydro- 
lyse ee ae = e 
Std. 0,004 96 0,002 48 0,001 24 0,000 62 0,000 31 0,000 15 
Il, Blau mit Blau, Violett. Violett Gelb 
Niederschlag Niederschlag Niederschlag 
am folgenden am folgenden 
Tage Tage 
1 Dasselbe Dasselbe Dasselbe » z 
11/, ” _ Violett ‘ _ 
245 9 . Pa Gelb - 
Bl, Violett mit Rot Gelb a 2 
Niederschlag 
41), Rot mit Orange - ” ” 
Niederschlag 
5M, Rot mit Dasselbe 


Niederschlag 


1 Siehe z. B. diese Zeitschr. 222, 150, 1930 (Paloheimo). 
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Es ist bemerkenswert, daB die Cellulosekonzentration dieser Lésungen vir 
vréBer war als die Starkedextrinkonzentration in der von Paloheimo friihe 
untersuchten dextrinierten Starkelésungen, in welchen der Starkegehal: 
zwischen 0,0025 und 0,04°, wechselte und die mit kleinen Jodmengen sic} 
blau, violett oder rot farbten. Die KJ-Normalitat in diesen Starkedextrir 
lésungen wechselte zwischen den Werten 0,000075 bis 0.00090. Dextriniert 
Starke in schwach saurer Lésung scheint somit ein bedeutend empfindlicher: 
Reagens fir Jod zu sein als dextrinierte Cellulose in stark saurer Lésung 

Einige von uns angestellte Versuche, bei welchen Lésungen mit ver 
schiedener Cellulosekonzentration untersucht wurden, zeigten deutlic! 
daB die Verminderung der Cellulosekonzentration den Farbton der Lésuny 
in derselben Richtung verandert wie die Verminderung der Jodkonzentratio: 
oder die Verlangerung der Hydrolysedauer. Die Bedingungen fiir da- 
Auftreten blauer Farbe in einer Cellulosedextrinl6sung sind somit folgend: 
Hohe Cellulosekonzentration, kurze Hydrolysedauer und hohe  Jod 
konzentration. 

Die von uns tintersuchten Cellulosedextrinlésungen unterscheiden sic! 
von den Starke- und Starkedextrinlésungen noch in der Hinsicht. daB di: 
Entstehung der Jodfarbe in jenen nur langsam erfolgt. Alle Beobachtungen 
betreffs der Farbe sollen deshalb erst einige Stunden nach der Joc 
zugabe erfolgen. Die Farbe der Losungen ist sehr temperaturempfindlich 
Durch Erwarmen einer abgektthlten Loésung auf ihre Anfangstemperatw 
kann man aber nicht, wie bei Starkelésungen, den urspriinglichen Farbenton 
wieder erreichen, weil der Dispersitatsgrad durch Temperaturverainderungen 
irreversibel verandert wird. 


II. Photometrische Untersuchungen iiber den EinfluB verschiedener Faktoren 
auf die Lichtabsorption der jodhaltigen Cellulosedextrinlésungen. 


Obgleich wir die oben beschriebenen Erscheinungen auch ohn 
Photometer vorliufig untersucht haben, ist es erklarlich, daB ein tieferer 
Einblick nur mit Hilfe eines Photometers erméglicht wird. Die Extink- 
tionsmessungen bei den Untersuchungen, von denen auf den niachst- 
folgenden Seiten berichtet wird, sind mittels des Pulfrich-Photometers 
‘durchgefiihrt!. 


1. Uber die Einwirkung der Temperatur. 


Um die Einwirkung der Temperatur auf die Farbe der mit Jod ver- 
setzten Dextrinlésungen zu studieren, wurde eine Lésung unter folgenden 
Bedingungen hergestellt: Der Cellulosegehalt (s. Kap. 1) wahrend det 
Hydrolyse war 0,25 °,, die Dauer der Hydrolyse 1 Stunde; der Cellulose- 
gehalt nach dem Zusatz von verdiinnter Jodlésung war 0,166, H,SO,- 
Gehalt 53,5°, und KJ-Normalitaét 0,00031. Bei der Zubereitung der 
endgiiltigen gefarbten L6ésung wurden 20 cem von dem Inhalt der Hydrolyse- 
flasche mit 10 ccm einer 0,00093 n Jodjodkaliumlésung verdiinnt.  Erst 
wurde die Lésung bis auf 3° abgekiihlt und mit dem Photometer untersucht 
(Probe 1), dann lieB man sie sich im Zimmer bis auf 17° erwarmen, woraut 
man die photometrischen Messungen wiederholte (Probe 2). Darauf lief 


1 Uber die Verwendung des Pulfrich-Photometers siehe Heilmeyer u. 
Krebs, diese Zeitschr. 223, 365, 1930; Keve 224, 347, 1930. 
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1 


ian die Lésung 


2 Stunde bei 17° stehen, bevor sie wieder mit dem Photo- 
eter untersucht wurde (Probe 3). Zuletzt wurde die Lésung wieder bis 
auf 3° abgekithlt und darauf langsam auf 17° erwarmt, wonach sie nochmals 
photometrisch untersucht wurde (Probe 4). Hierbei benutzten wir die 
Spektralfilter S 43. 8 47, S 50, S57, S61, S72 und S 75, deren Filter- 
schwerpunkte wie folgt liegen: 430, 470, 500, 570, 610, 720 und 750 mu. 
Die Schichtdicke bei allen Messungen war 30 mm. 

Die auf Grund der Absorptionsmessungen herechneten Extinktions- 
koeffizienten sind aus Tabelle II ersichtlich. Bei der Betrachtung der 
‘Tabelle ist zu beachten, daB die Temperatur der ersten Probe wihrend 
der Messungen allmahlich stieg, weshalb man die Messungen wiederholte 
und die Extinktionskoeffizienten auf Grund der Mittelwerte je zweier 
Messungen berechnete. Man sieht aus der Tabelle Lf, daB die Absorption 
verschiedener Lichtarten bei Temperaturveranderungen in derselben 
Richtung verandert wird. Wenn man aber die Logarithmen der Extink- 
tionskoeffizienten berechnet und auf Grund derselben die typischen 
Farbkurven zeichnet, sieht man, daB diese nicht vollkommen parallel 
verlaufen. 

Tabelle II. 
Einwirkung der Temperatur auf die Lichtabsorption der jod- 
haltigen Dextrinlésungen. 





’ Extinktionskoefftizienten 
Zeichen des  (—_—_$___—_—_———_ 








Spektraltilters Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 
3—12° 17° I 17° Il 17° Il 

S 43 0,333 0,257 0,240 0,308 

S 47 0,333 0.275 0,265 0.366 

S 50 0,396 0,295 0,275 0,407 

8S 57 0,640 0,433 0,407 0,680 

S 61 0,546 0,366 0,366 0,598 

S 72 0,112 0,089 0,084 0,144 

S$ 75 0,084 0,069 0,056 0,100 


Wie aus Tabelle II erhellt, wird die Absorption des Lichtes ge- 
ringer, wenn die ‘lemperatur steigt. Beim Vergleich der Koeffizient- 
reihen 2 und 3 sieht man aber, da} das einer bestimmten Temperatur 
entsprechende Gleichgewicht nicht plétzlich entsteht, wie bei jod- 
haltigen Starkel6sungen, sondern erst allmahlich erreicht wird. Die 
Richtigkeit dieser Auffassung wird noch deutlicher, wenn man beachtet, 
daB die vorliegende Lésung wabhrend des halbstiindigen Stehens unter 
Einwirkung des Alterns eigentlich dunkler werden mite (II, 2). Durch 
die zweite Abkiithlung der Lésung bis auf 3° werden die Lichtabsorptions- 
eigenschaften wahrscheinlich schr stark beeinfluBt, weil wir noch nach 
dem Wiedererwarmen der Lésung etwa Ll’ ,mal hoéhere Extinktions- 
koeffizienten gefunden haben als vor dem Abkihlen. Es ist bemerkens- 
wert, daB wir in einer und derselben Lésung bei einer bestimmten 
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Temperatur drei verschiedene Reihen von Extinktionskoeffizienten 
gefunden haben (Proben 2, 3 und 4). 

In diesem Zusammenhang ist es am Platze, die Aufmerksamkeit au: 
die gegenseitigen GréBenverhaltnisse der Extinktionskoeffizienten de: 
Proben zu richten. Man ersieht aus Tabelle I1, daB das Absorptionsmaximun 
im Wellenlangenbereich 570 mu, somit im gelben Teil des Spektrums liegt. 
und das Minimum im roten Ende. Das zweite Minimum liegt in den 
Bereich von 430mu, somit im violetten und blauen Teile des Spek 
trums. Diesen Beobachtungen entsprechend erschienen die Proben im 
Tageslicht tiefblau. 


2. Lber die Einwirkung des Alterns der Lésungen. 

In Anbetracht des praktischen Zieles, das wir fiir unsere Arbeit 
aufgestellt hatten, war es wichtig zu untersuchen, ob eine jodhaltige 
Cellulosedextrinlésung, die man bei einer bestimmten Temperatur 
stehen 1éBt, in bezug auf ihre optischen Eigenschaften einen Gleich- 
gewichtszustand iiberhaupt erreicht, oder ob sie stetigen Veranderungen 
unterworfen ist. Zu diesem Zwecke wurden drei Versuchsreihen an- 
gestellt: bei der zweiten und dritten lieB man die Lésung die ganze 
Zeit bei 17° stehen, bei der ersten wurde sie erst 10 Minuten lang in 
einem Wasserbad von 3° abgekiihlt und nachher in einem Wasserbad 
von 17° gehalten. Die erste und die zweite Lésung wurden folgender- 
maBen angefertigt: Von einer durch einstiindige Hydrolyse gewonnenen 
Dextrinlésung, deren Cellulosegehalt 0,25 °, war, wurden zwei Proben, 
je 20 ccm, genommen und mit je 5ccm Wasser verdiinnt, worauf die 
verdiinnten Proben bis auf 17° abgekiihlt! und mit 5 ccm 0,00371 n 
Jodlésung versetzt wurden. Der H,SO,-Gehalt in den endgiiltigen 
Lésungen war 53,5 °%, der Cellulosegehalt 0,166 und die K J-Normalitat 
0,00062. Die dritte Lésung unterschied sich von den zwei ersten nur 
durch ihre niedrigere Jodkonzentration. Die KJ-Normalitét war hier 
nur 0,00041. Hier, wie auch bei den spater zu erérternden Versuchs- 
reihen, wurden fiir die jodhaltigen Lésungen 100-ccm-Erlenme yer- 
Kolben mit eingeschliffenen Glasstopfen verwendet. Nach verschieden 
langen Zeitabschnitten wurden Proben von den Lésungen genommen 
und in 10-mm-Kiivetten (ohne Kompensationslésung) mit dem Photo- 
meter untersucht”. Die Resultate der Messungen sind aus Tabellen III, 
IV und V ersichtlich. 


Aus der Betrachtung der horizontalen Reihen in Tabelle III kann 
man schlieBen, daB die Absorption der meisten Lichtarten anfangs, 


1 Bei der Verdiinnung mit Wasser wurde die Temperatur merkbar 
erhoéht. 

2 Wenn sich ein Koagulum gebildet hatte, wurde die Lésung, von der 
die Probe genommen wurde, kraftig geschiittelt. 
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307 


Die Einwirkung des Alterns auf die Lichtabsorption der jod- 


ha!ltigen Dextrinlésungen. 


Lésung 1 wurde 10 Minuten im Wasserbad von 3° abgekiihlt, danach bei 17° 


gehalten. KJ-Normalitat 0.00062. 








Dauer 
de s 


Stehens i 


Filter 


72 


75 


~ 


2,301 
3 300 2,824 
3,301 


1,523 1,426 
1,046 1,071 


1h30’'* 2h* (| 2h30’* 3h* 3h30'* 4h*  4h30'* 


Extinktionskoeffizienten 


2,301 2,155 2,301 2,222 2.391 2,301 2,301 
2.824 2.523 2,824 2,523 2,824 2,699 2.699 
3.301 3,000 3,301 3,301 3,301 3,301 


Die Absorption beinahe vollstandig 


1,523 1,398 1,523 1,552 1,560 1,560 1,602 
1,997 1,046 1,125 1,161 1,125 1,997 1,155 


* Triibung wahrnehmbar. 


Die Einwirkung des Alterns auf die 


Lésung 2 


Die ganze Zeit bei 17° gehalten. 
£ 


Tabelle IV 


haltigen Dextrinlésungen. 


12h30'* 


2,328 


2.699 3.000 


3,301 


1,699 
1,301 


Lichtabsorption der jod- 


K J-Normalitat 0,00062. 





Dauer 
des 


Stehens j° 


Filter 


Die Einwirkung des Alterns auf die Lichtabsorption der 


Lésung 3. 


Die 


50’ 


1,398 | 1,745 
1,602 | 2,997 
1,921 | 2,523 


0,824 1,071 
0,602 0,757 


Triibung wahrnehmbar. 


ganze Zeit bei 17° gehalten. 


1h20’) 1h50’ 2h20’) 2h50’* 3h50'* 4h30'* 8sh* 


E Natiaitiendies frizienten 


4 1,854 | 1.921 2,900 2,000 2.000 | 2.046 
2 2.301) 2,347 2301 2,398 2,398 | 2,456 
699 2.699 2.824 3,000 3,000 3,000) 3,000 


Die Absorption beinahe vollstandig 
1,155 1,222 1,260 1,328 1,337 1,347 1,398 


0,854 0,886 0,921 0,959 1,000 1,000 1,000 
Tabelle V 


haltigen Dextrinlésungen. 


12h 30’* 24h 30'* 


2,222 
2.699 
3,301 


1,523 
1,111 


jod- 


KJ-Normalitat 0.00041. 





Dauer 
des Stehens 


Filter 


RNNNLRN 


45’ 


0,387 
0.387 
0,357 
0,347 
0,310 
0,131 
0,131 





1h 45’ 2h45’ 3h 45’ 4h45' 5h 45’ 6h 45’ 


E netubitonsbestBetenten 


0456 0509 O585 0,602 0620 0,602 
0.523 0,602 0638 0699 0678 0.678 
0.538 0620 0.678 0.721 0.721 0,721 
0,770 0,959 1,046 1,125 1,187 1,155 
0699 O86 0979 1.097 1,125 1,097 
0,244 0,284 0,347 0,347 0,347 0,347 
0194 0,237 0,260 0,292 0,284 0,280 


16h 45’ 


0,810 
0,886 
1,097 
1,959 
1,796 
0,495 
0,444 
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als die Lésung 1 stark abgekiihlt war, ansteigt, um dann spater mit 
der steigenden Temperatur kleiner zu werden. (Das von den Dextrin- 
aggregaten absorbierte Jod wandert zuriick ins Wasser!) Bei den 
blauen Strahlen (470 my) wird der Anfangswert der Extinktion erst 
nach 12! ,stiindigem Stehen wieder erreicht, und bei griimen und 
violetten Strahlen (500 und 430 my) wird der Anfangswert noch spite: 
erreicht. Beim Vergleich der Tabelle IIT mit den zwei folgenden Tabellen 
kann man wahrnehmen, wie sehr das Abkiihlen der jodhaltigen Dextrin- 
lésungen das Dunklerwerden der Lésungen beférdert. Aus der Ta- 
belle IV ersieht man, daB die Absorption aller Lichtarten, und ganz 
besonders des griinen und blauen Lichtes, in der Lésung 2 anfangs sehr 
stark zunimmt. Nach etwa 3 Stunden wird die Zunahme der Absorption 
langsamer, ohne jedoch ganz aufzuhéren. Noch nach zwolfstiindigem 
Stehen zeigt aber die Probe von Lésung 2 bedeutend geringere Extinktion 
als die entsprechende Probe der Lésung 1. Sowohl in der Lésung | 
wie in der Lésung 2 scheint die Zunahme der Absorption erst nach 
dem Auftreten der Triibung deutlich langsamer zu werden. Alle von 
den Lésungen 1 und 2 genommenen Proben waren blau gefarbt. Eine 
nihere Priifung der Tabellen IIT und IV zeigt jedoch, daB nicht nur 
die Farbtiefe, sondern auch der Farbton der Lésungen wahrend des 
Alterns veraindert wird. 

Die Lésung 3, in welcher die Jodkonzentration geringer war, war 
nach 3 /,stiindigem Stehen noch orangefarbig, wurde aber nachher blau. 
Der Umschlag des Farbtons spiegelt sich sehr deutlich in der Ver- 
schiebung des Absorptionsmaximums ab: dieses Maximum liegt, wie 
man aus der Tabelle V ersieht, erst im violetten und blauen Gebiet 
des Spektrums und wird spater immer deutlicher nach dem gelben 
Gebiet verschoben. Aus der Tabelle V kann man ersehen, wie die 
Absorption aller Lichtarten bei den aufeinander folgenden Proben 
von Lésung 3 immer gréBer wird, obgleich diese Zunahme nach 
zweistiindigem Stehen sich bedeutend verlangsamt. Es ist bemerkens- 
wert, daB die Lésung 3 noch nach 16stiindigem Stehen vollkommen 
klar war. 

Bei naherer Priifung der Tabellen LI, IV und V kann man wahr- 
nehmen, wie die nacheinander folgenden Koeffizienten in der horizon- 
talen Reihe bisweilen unregelmaBig schwanken. Diese Erscheinung 
scheint aber nicht auf Messungsfehlern, sondern auf der sehr groBen 
Empfindlichkeit der jodhaltigen Cellulosedextrinlésungen zu beruhen. 
Diese Empfindlichkeit, gegen die wir bei diesen Versuchsreihen noch 
nicht vorsichtig genug sein konnten, beruht wahrscheinlich auf der 
Labilitat der sehr komplizierten kolloidalen Struktur der Lésungen, 
die aus Wasser, Schwefelsdure, Cellulosedextrinen und sowohl ionisiertem 


als auch kolloidalem Jod bestehen. 
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3. Uber den EinfluB der Dauer der hydrolytischen Behandlung. 


Die bei unseren Untersuchungen angewandte hydrolytische Be- 
handlung ist schon in Kap. I beschrieben worden. Dort haben wir 
auch vorlaufig tiber den EinfluB der Hydrolysendauer auf die nach . 
Jodzusatz entstehende Farbe berichtet. Es ist ja ohne weiteres klar, 
daB die Dispersion desto feiner wird, je linger die hydrolytische Be- 
handlung fortgesetzt wird. Unsere vorbereitenden Untersuchungen 
haben gezeigt, wie dieses Feinerwerden der Dispersion sich in der Farbe 
der mit Jod versehenen Dextrinlésungen widerspiegelt. 


Hier werden wir iiber einen Versuch berichten, bei welchem der 
EinfluB8 der Hydrolysendauer auf die Lichtabsorptionseigenschaften der 
mit Jod versehenen Cellulosedextrinlésungen mit dem Pulfrich-Photo- 
meter verfolgt wurde. Es wurde eine Lésung bereitet, die der Lésung 2 
des vorigen Absatzes (II, 2) genau entsprach, allein die Dauer der hydro- 
lytischen Behandlung war 2 Stunden statt 1. Nach dem Jodzusatz 
lieB man die Lésung 4! , Stunden bei 17° stehen, bevor man die Probe 
fiir Absorptionsmessungen entnahm!. In der Tabelle VI sind die ge- 
wonnenen Extinktionskoeffizienten aufgestellt in Verbindung mit 
den aus Tabelle IV genommenen entsprechenden Koeffizienten der 
Lésung 2. Aus der Tabelle VI erhellt, daB die Absorption aller Licht- 
arten nach zweistiindiger Hydrolyse sehr viel geringer ist als nach nur 
einstiindiger Hydrolyse. Ganz besonders hat die Absorption des roten 
Lichtes abgenommen. Um den EinfluB8 der Hydrolysendauer auf den 
Farbton der Lésungen noch anschaulicher zu machen, haben wir 
die Logarithmen der Extinktionskoeffizienten berechnet und in die 
Tabelle VI aufgenommen. 

Tabelle V1. 
Die Einwirkung der Hvydrolysendauer auf die Lichtabsorption 
der jodhaltigen Dextrinlésungen. 





lstiindige Hydrolyse 2stiindige Hydrolyse 
Spektralfilter 

g° log E E log E 
S 43 2.009 0.301 0.667 0.176 
S 47 2.398 0.379 0,699 0,156 
S 50 3,000 0.477 0,780 0.108 
S57 | Die Absorption beinahe 1,111 0.043 
S 61 | vollstandig 0,960 0,018 
Ss 72 1,347 0,129 0,228 0.642 
S 75 1.000 0,000 0,173 0.762 
* E = Extinktionskoeffizient 


Bei den in diesem und im vorigen Kapitel beschriebenen Versuchen 
wurden die aus den Hydrolyseflaschen genommenen Proben, deren Schwetel- 


! Bei diesen Messungen bediente man sich einer 20-mm-Kiivette. 
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siuregehalt 70°, war, erst mit Wasser so viel verdiinnt ', daB der Schwefe! 
siuregehalt nunmehr 60,6°, betrug. Dann wurden die Proben rasch bis 17 
abgekiihlt und nachher mit so viel von der Jodlésung versetzt, daB de: 
Schwefelséiuregehalt bis auf 53,5 herabgesetzt wurde. Es war nun inter 
essant und in Anbetracht des praktischen Zieles unserer Arbeit auch 
wichtig, zu wissen, ob die Hydrolyse in den beziiglich der Schwefelsaure 
60,6 ° igen Lésungen sich noch fortsetzt. Zu diesem Zwecke wurden zwe' 
Proben einer Hydrolyseflasche entnommen und in in Abschnitt Il, 2 
beschriebener Weise mit Wasser verdiinnt. Die eine von den Proben wurde 
sofort mit Jodlésung versetzt und mit dem Photometer untersucht, die andere 
aber erst nach zweistiindigem Stehen bei Zimmertemperatur. Die Ergebnisse 
der Absorptionsmessungen sind in Tabelle VII zusammengestellt. Dic 
Tabelle zeigt, daB die Hydrolyse noch in 60,6°,iger Schwefelséure 
lésung fortschreitet, wenn auch viel langsamer als in 70°, iger Lésung°* 
Es ist somit nicht gleichgiiltig, wie lange die aus Hydrolyseflaschen ent 
nommenen Proben nach dem ersten Wasserzusatz stehen diirfen, bevor 
sie durch Jodlésung-zusatz weiter verdiinnt werden. 


Tabelle VII. 
Das Fortschreiten der Hydrolyse von Cellulosedextrinen in 
60,6°%iger Schwefelsaurelésung im Lichte der nach Jodzusatz 
durchgefiihrten Absorptionsmessungen. 





Probe 1 Probe 2 

Siaiiuit wank Waadibanies 2 Stunden unter Einfluss 
3 — ac . von 60,6 °/siger Schwefel- 
Spektralfilter mit Jodliésung versetzt des atenton 


Extinktionskoeffizienten 





S 43 1,456 1,090 

S 47 1,721 1,301 

S 50 2,155 1,523 

S 57 : . 5 my? 
S 61 Die Absorption beinahe vollstandig 
8 72 0,903 0,523 

S$ 75 0,620 0,367 


Wahrscheinlich wirkt auch die 53,5°%ige Schwefelséurelésung 
noch hydrolytisch auf die Dextrine. Auf Grund der in Tabellen ITI, 
IV und V zusammengestellten Versuchsergebnisse kann man jedoch 
schlieBen, daB diese hydrolytische Wirkung wenigstens in den jodhaltigen 
Dextrinlésungen unbedeutend sein mu8 und durch den EinfluB der 
in entgegengesetzter Richtung wirkenden Faktoren wohl véllig ver- 
deckt wird (vgl. auch Kap. I). 


20 cem aus der Hydrolyseflasche + 5 ccm Wasser (s. II, 2). 

2 Es sei hier bemerkt, daB die 60°%ige Schwefelséurelésung, obgleich 
sie die vorgebildeten Dextrine weiter zu hydrolysieren vermag, nicht imstande 
ist, die ersten Phasen der Hydrolyse in unangegriffener Cellulose in Gang 
zu setzen. 
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4. Uber den EinjluB der Jodkonzentration. 

Bei den vorbereitenden Untersuchungen haben wir schon fest- 
gestellt, daB die Farbe der Cellulosedextrinlésungen bei zunehmender 
Jodkonzentration von gelb bis blau verschoben wird. Den EinfluB 
der Jodkonzentration haben wir voriibergehend auch in II, 2 beriihrt, 
und beim Vergleich der Tabellen IV und V ersieht man, wie sehr die 
Absorption aller Lichtarten zunimmt, wenn die KJ-Normalitat von 
0.00041 bis auf 0,00062 steigt. Bei den Versuchen, deren Ergebnisse in 
Tabellen IV und V zusammengestellt sind, war die Hydrolysedauer 
nur 1 Stunde. Aus Tabelle VIIT sind die Ergebnisse eines Versuchs 
ersichtlich, bei welchem die hydrolytische Behandlung 2 Stunden 
dauerte. Ubrigens waren die Versuchsbedingungen genau dieselben 
wie bei Anfertigung der Lésungen 2 und 3 in II.2. Nach dem Jod- 
zusatz lieB man die Proben 5° , Stunden bei 17° stehen, bevor sie 
photometrisch untersucht wurden. Die Tabelle erhellt, daB bei zu- 
nehmender Jodkonzentration die Absorption aller Lichtarten, und 
insbesondere die des gelben Lichtes, zunimmt. 


Tabelle VIII. 


Die Einwirkung der Jodkonzentration auf die Lichtabsorption 
der Dextrinlésungen. 





KJ-Normalitat 0,000 62 KJ-Normalitat 0,00083 
Spektralfilter (Kiivettenlange 20 mm) (Kiivettenlange 5mm) 

g° log E E log E 
S$ 43 0,673 — 0,172 1,648 0,217 
S 47 0,728 — 0,138 1,918 0,283 
S 50 0,780 — 0,108 2,310 0,364 
S 57 1,150 0,061 38,842 0,585 
8 61 0,960 — 0,018 3,398 0,531 
S 72 0,222 — 0,654 0,656 — 0,183 
S$ 75 0,173 — 0,762 0,504 — 0,298 


2 = Extinktionskoeffizient. 


. 
~~ 


Tabelle IX. 


Die gegenseitige Kompensation der Einfliisse der Verlangerung 
der Hydrolysedauer und der Zunahme der Jodkonzentration. 





1 stiindige Hydrolyse 2stiindige Hydrolyse 
Spektralfilter KJ-Normalitaét 0,000 41 KJ-Normalitat 0,00062 





Extinktionskoeffizienten 


S 43 0,620 0,673 
S 47 0,678 0,728 
S$ 50 0,721 0,780 
S 57 1,187 1,150 
S 61 1,125 0,960 
S$ 72 0,347 (0),222 
S$ 75 0,284 0,173 
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Tabelle IX enthalt keine neuen Versuchsergebnisse, sondern ist 
aus Teilen von Tabellen V und VIII zusammengestellt. Aus diesen 
Tabellen ersieht man, wie der auf Lichtabsorption negativ wirkende 
EinfluB der Verlangerung der Hydrolysedauer durch VergréBerung 
der Jodkonzentration kompensiert werden kann, so daB man durch 
zweistiindige Hydrolyse und mit KJ-Normalitat 0.00062 eine Lésung 
mit beinahe denselben Extinktionskoeffizienten erhalt wie durch Ver- 
wendung einstiindiger Hydrolyse und der K J-Normalitat 0,00041. 


5. Lber den Einflug der Dextrinkonzentration. 


Um den EinfluB der Dextrinkonzentration auf die Lichtabsorption 
der jodhaltigen Lésungen studieren zu kénnen, bereiteten wir aus einer 
und derselben, beziiglich der Schwefelsiure 70°,igen Dextrinlésung 
(die Grundlésung!) drei, be- 
ziglich der Dextrinkonzentra- 
tion verschiedene, iibrigens 
aber genau gleiche jodhaltige 
Lésungen. Die Grundlésung 
wurde auf die schon bei der 
vorbereitenden Untersuchung 
angewandte Weise angefertigt. 
Der Cellulosegehalt war 
0,125°,, die Hydrolysedauer 
21, Stunden und die Zimmer- 
temperatur wiaihrend der Hy- 
drolyse 18°. Nach Beenden 
der Hydrolyse wurden 100 ccm 


LxtinktionskoelFizienten 


Grundl6sung mit 25 ccm 
Wasser verdiinnt (vgl. IT, 2) und 
bis auf 17° rasch abgekiihlt. 
Aus dieser Lésung, deren 
Schwefelsaurekonzentration 





tr A 60,6 °, und deren Cellulosekon- 
&0 70 Ce 


ae. ‘my Cel ede ince zentration 0,1°,, war, wurden 


die jodhaltigen Lésungen mit 


Abb. 1. 

Einwirkung der Dextrinkonzentration auf die den verschiedenen Cellulose- 
tabormon edhe Clttwegett~Konzentrationen (bzw. Dextrin- 
der entsprechenden Spektralfilter bezeichnet. konzentrationen) in der aus 
Tabelle X zu ersehenden Weise 

zubereitet. Die Dextrinkonzentrationen der drei Lésungen verhielten 
sich wie 1: 2:4. Wie man aus der Tabelle ersieht, wurde auch eine 
Lésung ohne Dextrin, also Cellulosegehalt 0, angefertigt. Nach 
5! ,stiindigem Stehen bei 17° wurden die vier Lésungen photometrisch 
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untersucht, wobei man eine 5-mm-Kiivette benutzte. Die Kompen- 
sationskiivette war mit jodfreier Lésung versehen. Die Messungsergeb- 
nisse sind in Abb. 1 graphisch wiedergegeben. 
In bezug auf die graphische Darstellung seien hier folgende 
Gedanken entwickelt. 
Tabelle X. 
Die Anfertigung der Lésungen mit verschiedenen Dextrin 
konzentrationen. 





Mischungsverhaltnisse In endgiiltiger Lisung 
oe e*ite : cenee “ 
lose (60,699  HySOg-Lisung “CCJOC8@ UM | Volumen HoSO PA = Cellulose 
H.S 04) ¥ _ 6 losung - 4 Normalitiit intact 
ecm ecm ecm ecm Olo 
0 50,0 19 60 0,001 24 0 
12.5 37.5 10 60 0,001 24 =0,0298 
25,0 25,0 10 60 0,001 24 = 0,0416 
50,9 0 10 60 0,001 24 0,0830 





Die zwei Phasen, zwischen welchen das Jod in unseren Cellulose 
dextrinlésungen verteilt wird, sind Dextrin und Wasser, oder eigentlich 
Dextrinhydrosol und die Wasserlésung der Schwefelsiure. Das in der 
Schwefelséurelésung geléste Jod verursacht nur eine unbedeutende Licht 
absorption, im Vergleich mit der Absorption, die durch das in Dextrin 
geléste oder adsorbierte! Jod verursacht wird. Dali die Zunahme der Licht - 
absorption bei zunehmender Dextrinkonzentration immer kleiner werden 
muB, kann durch das Teilungsgesetz von Berthelot und Jungfleisch erklart 
werden: Wenn die Dextrinkonzentration einer L6ésung bei konstant 
bleibender Jodkonzentration zunimmt, ist es natiirlich, daB die Lésung 
dunkler werden mu, weil ein immer gréBer werdender Anteil der Total- 
menge des in der Lésung sich befindlichen Jods vom Dextrin gebunden 
wird. Wenn nun das Verhaltnis der Jodkonzentration in Dextrin zu der 
Jodkonzentration in Schwefelséure konstant verbleibt, ist es begreiflich, 
da8B eine Verdoppelung der Anzahl! der Dextrinteilchen in der Lésung zwar 
auch eine Verdoppelung der Anzahl der mit Jod beladenen Dextrinteilchen 
bedingt, wobei jedoch jedes Teilchen weniger Jod enthalt als die Teilchen 
in der ersten Lésung. Die GréBe der Lichtabsorption kann somit nicht 
verdoppelt werden. Der anfangs geradlinige Verlauf der Kurven kann 
folgenderweise erklart werden: Je kleiner die Dextrinkonzentration in 
der Lésung ist. desto héher steigt die Jodkonzentration in dem Dextrin 
anteil der Lésung. Es ist nun wahrscheinlich, daB bei sehr groBen Jod- 
ladungen die Lichtabsorptionseigenschaften der mit Jod beladenen Dextrin- 
teilchen nicht mehr durch kleine Verminderungen der Jodladung ver- 
andert werden. Es ist ja zu beachten, daB die Kurven der Abb. 1 nicht 
die Jodadsorption durch das Dextrin, sondern nur die durch sie verursachte 
Lichtabsorption der Lésungen veranschaulichen. 

Die abwarts gebogene Kriimmung im Anfangsteil der Kurve 8S 43 
ist vielleicht dadurch zu erklaren, dai auch der in der Schwefelséiurelésung 


1 Nach unserer Auffassung kommt hier die gleichzeitige L6ésung und 
Adsorption des Jods in Dextrin in Frage. 
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geléste Anteil des Jods ziemlich stark die violetten Strahlen (von der Wellen- 
lange 430 mu) absorbiert. Die durch die Zunahme der Dextrinkonzen- 
tration verursachte Verminderung des in der Schwefelsaéure gelésten Anteils 
von Jod konnte hierdurch EinfluB auf den Verlauf der Absorptionskurve 
der violetten Strahlen haben. 

Es ist noch von Wert hervorzuheben, da® die dextrinfreien Jod 
lésungen die roten Strahlen (720 und 750 my) fast vollstandig durchlassen. 
Die Absorption des roten Lichtes in dextrinhaltigen Lésungen ist somit nur 
durch die mit Jod beladenen Dextrinteilchen verursacht. Dieser Umstand 
ist als eine Ursache der Filterwahl bei der jodkolorimetrischen Stéarke- 
bestimmungsmethode von Paloheimo und Antila! zu betrachten. 


Il. Grundziige einer jodkolorimetrischen Cellulosebestimmungsmethode. 


Die leitenden Prinzipien bei Herstellung und Kolorimetrieren der jod- 
haltigen Cellulosedextrinlésungen sind schon in den vorigen Kapiteln 
vorlaufig erértert worden. In Abb. | sind sogar einige Konzentrationskurven 
wiedergegeben, die als Eichkurven bei jodkolorimetrischen Cellulose- 
bestimmungen benutzt werden kénnen. Im folgenden wird ein Vorschlag 
zu einem jodkolorimetrischen Cellulosebestimmungsverfahren vorgelegt 
und niaher gepriift. Schon an dieser Stelle wollen wir jedoch hervorheben, 
daB die hier vorgeschlagene Methode nicht die einzige und auch nicht die 
beste sein braucht. Die in den friiheren Abschnitten beschriebenen Unter- 
suchungen 6ffnen ja mehrere Wege zur Ausarbeitung eines jodkolorimetri- 
schen Cellulosebestimmungsverfahrens. Von diesen haben wir nur einen 
niher zu verfolgen versucht. 


1. Vorbehandlung des zu untersuchenden Materials. 


Die cellulasehaltigen Pflanzenteile enthalten sowohl in 70°, iger 
Schwefelsiure unhydrolysierbares Ortholignin und Proteine als auch 
hydrolysierbare oder direkt lésliche Kohlenhydrate, Pektine, Ligninstoffe, 
Proteine u.a. Die bei Hydrolyse ungelést bleibenden Stoffe kénnen durch 
Filtrieren von der Lésung getrennt werden und brauchen somit nicht 
beim Kolorimetrieren stérend zu wirken. Die in Lésung gehenden Nicht- 
cellulosestoffe dagegen kénnen beim Kolorimetrieren ganz falsche Resultate 
bedingen. Diese st6renden Einfliisse kénnen auf die Adsorption des Jods 
an Nichtcellulosestoffen oder auf einer chemischen Bindung von Jod 
beruhen. Auch kénnen die Nichtcellulosestoffe Einflu8 auf den Dispersitats- 
grad des Dextrins haben und dadurch auf die Lichtabsorption der Lésungen 
einwirken. Die Eigenfarbe der genannten Stoffe braucht nicht stérend zu 
wirken, weil man ihre Wirkung durch Anwendung einer Kompensations- 
lésung eliminieren kann. 

Aus dem oben Erwiahnten erhellt, da®B das zu untersuchende Material 
vor der sauren Hydrolyse so behandelt werden mu, daB wenigstens die 
Hauptmasse der mit 70°,iger Schwefelsiure hydrolysierbaren Nicht- 
cellulosestoffe entfernt wird. Selbstverstandlich soll diese Behandlung 
auch die Bedingung erfiillen, daB die Cellulose («-Cellulose) durch sie nicht 
angegriffen wird. Das Kochen in verdiinnter Lauge scheint diese Bedingungen 
geniigend zu erfiillen und ist dazu eine méglichst einfache Behandlung. 
Durch eine Alkalibehandlung, die schwach genug ist, um die Cellulose 


' Diese Zeitschr. 238, 401, 1931. 
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inangegriffen zu lassen, kann man die wasserléslichen Stoffe, Starke, 
Peptone, Proteine, die Hauptmenge der Hemicellulose (-- Pentosane nebst 
Hexosanen auber Starke und Cellulose) und sogar einen Teil des Lignins, das 
sogenannte hydrolysierbare Lignin, in Lésung iiberfiihren. Nach Paloheimo! 
geniigt schon ein halbstiindiges Kochen mit 1,25°,igem NaOH zur Autf- 
schlieBung des Hauptanteils von Strohlignin. 

Uber die Angreifbarkeit der Cellulose durch Alkalien sind die Literatur- 
angaben etwas widersprechend. Nach Lenze und Mitarbeitern® wurde in 
nacheinander folgenden Kochbehandlungen mit 17°,iger NaOQH-Lésung 
zuletzt eine konstante Léslichkeit von 0,7°,, erreicht.  Paloheimo® hat 
Filtrierpapier mehrere Male sukzessiv mit 5° ,iger (0.9n) KOH-L6ésung 
behandelt. Die Gewichtsverluste nach der sukzessiven Behandlungen waren 
6,97, 2,87, 1,52 und 0,97°,. Die Léslichkeit der Filtrierpapiercellulose 
scheint bei der genannten Behandlung jedenfalls unter 1°, zu liegen. Die 
gr6Bere Léslichkeit des Papiers bei den ersten Behandlungen mul auf 
Vorhandensein nativer Nichtcellulosestoffe oder wahrscheinlicher wahrend 
der Fabrikation des Papiers  veranderter Cellulose (Hydrocellulose !) 
beruhen. 

Die von uns gewaéhlte Vorbehandlung war die folgende: Aus dem 
feingemahlenen und gut gemischten Material wird héchstens | g abgewogen, 
in einen Rundkolben eingelegt und mit 360 ccm Wasser versetzt. Das 
Wasser wird zum Sieden erhitzt, worauf 40cem 10n NaOH zugetiigt 
werden, so da®B die Alkalinormalitaét der Lésung nunmehr 1,0 und die 
Prozentzahl etwa 4 betrigt. Die Lésung wird am RiickfluBkiihler 30 Minuten 
gekocht, wobei Bimsteinstiickchen zur Vermeidung des StoBens verwendet 
werden. Die Lésung wird durch einen mit Seesand versehenen Jenaer 
Glasfiltertiegel heiB filtriert und der Riickstand mit heiBem Wasser bis zum 
Verschwinden der Alkalireaktion gewaschen. Nachdem man noch Wasser 
von Zimmertemperatur durch das Filter gegossen hat, wird der noch nasse 
Riickstand mit Seesand in eine Hydrolyseflasche (s. 1.) tibergefiihrt, die 
man zuvor mit 400cem 70°,iger Schwefelséure versehen hat. 

Bei der Vorbehandlung haben wir auch héhere Laugenkonzentra- 
tionen, sowie auch langere Kochdauer gepriift. Die Ergebnisse dieser 
Versuche sind aus der Tabelle XIII ersichtlich. Wie aus der Tabelle 
erhellt, haben die 1 Stunde mit Lauge vorbehandelten Proben nicht 
geringere Cellulosewerte gegeben als die nur !, Stunde mit Lauge 
gekochten Proben. Die Verlangerung der Kochdauer bis zu 1! , Stunden, 
sowie auch eine einstiindige Vorbehandlung mit 2n Lauge, scheint 
aber zu etwas niedrigeren Cellulosewerten zu fiihren. 


2. Die hydrolytische Behandlung. 

Die Temperatur der zur Hydrolyse dienenden 70°, igen Schwefel- 
saurelésung soll eine bestimmte sein und wahrend der ganzen hydro- 
lytischen Behandlung auf dieser bestimmten Hoéhe gehalten werden. 
Wir haben die Temperatur von 19° gewahlt, weil diese die gewéhnliche 


1 Diese Zeitschr. 214, 161, 1929. 

? Hess, Die Chemie der Zellulose und ihrer Begleiter, S. 288. Leipzig 
1928. 

3 Unveréffentlichte Untersuchungen. 
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Zimmertemperatur in unserem Laboratorium war. Nachdem die auf obe: 


beschriebene 
(111., 1) in e 
flasche einge 
worauf man 


Weise vorbehandelte zu untersuchende Probe mit dem Seesan 
ine mit 400 cem 70° iger Schwefelséure beschickte Hydrolys 
-bracht ist, schiittelt man heftig die Flasche 1 Minute lang 
sie in eine Schiitteleinrichtung (s. I.) bringt, wo man sie 49 bi 


50 Minuten rotieren laBt. Dann wird ein kleiner Teil (40 bis 50 cem) de- 


H ydrolysats 


durch einen Jenaer Glasfiltertiegel filtriert, das Filtrat lati: 


man in einer zugestopften Flasche so lange stehen, bis zusammengerechne! 


genau | Stur 


ide von dem Beginn der Hydrolyse verlaufen ist. Dieses Filtrat 


wird von uns Grundlésung oder Dextringrundlésung genannt. 


Wie man bemerkt, haben wir fiir unsere Methode nur einstiindige Hydro 


lyse gewahlt, 


obgleich die Hydrolysedauer bei der in Absatz I], 5 beschriebene: 


Versuchen 2!'/, Stunden betrug. Unsere Wahl ist dadurch begriindet. 
da® durch kiirzere Hydrolysedauer gewonnene Dextrinlésungen mit Joc 
intensiver gefarbt werden (II., 3). Da®B solche Lésungen nicht mehr kla: 
sind, sondern sichtbares Koagulum enthalten, scheint kein Hindernis fii: 


photometrise 


he Messungen zu sein. Im Gegenteil scheinen diese Lésungen 


zuverlassigere Resultate zu geben, weil sie nicht so iiberempfindlich gegen 
allerlei stérende Einfliisse sind wie die klaren Lésungen, die durch langer: 


H vdrolyseda 


uer erhalten werden. 


3. Fdrben der Lésungen mit Jod. 


Nach unserem Analysenschema wird die jodhaltige Lésung aus de 


Grundlésung 


so hergestellt, daB die endgiiltigen Schwefelséure- und Jod 


konzentrationen dieselben werden. wie bei den in Absatz II, 5 beschriebenen 


Versuchen. 


Weil es aber wichtig ist, das mit der Verdiinnung verkniipfte 


Erwarmen der Dextrinlésungen zu vermeiden, schlagen wir vor, den Jod 


zusatz in folg 


ender, von der friiheren etwas abweichender Weise auszufiihren : 


Ein 100-cem-Erlenmeyer-Kolben wird mit 30cem 53,5°,iger Schwefel 
saiure versetzt, die durch Mischen von zwei Volumteilen 70°,iger Schwefel 
siure mit einem Volumteil Wasser zubereitet ist. Die Lésung im Erlen 
meyer-Kolben wird auf 0° abgekiihlt!. 5 Minuten vor dem Abbrechen 
der Hydrolysebehandlung (III., 2) wird der Erlenmeyer-Kolben mit 10 cem 


0.0074 n Jod 


lésung versetzt, die durch Mischen von | Teil Jodgrundlésung 


mit 39 Teilen Wasser zubereitet ist. (Die Genauigkeit der Jodgrundlésung 


wird durch 
kontrolliert. 


photometrische Untersuchung ihrer 40fachen Verdiinnung 
Bei Verwendung von Spektralfilter S50 und einer 10-mm.- 


Kiivette und mit Wasser in der Kompensationskiivette, soll die Licht- 
durchlassigkeit 5°, betragen, entsprechend dem Extinktionskoeffizienten 
1.301.) 5 Minuten spaéter werden in die Erlenmeyer-Kolben 20 cem der 
Dextringrundlésung pipettiert, wobei man die Kolben leicht schiittelt. 
Darauf legt man die Kolben zugepfropft fiir 4 Stunden in ein Wasserbad 
von 17°. Je nach dem Cellulosegehalt (Dextringehalt) der Grundlésung 


farbt sich d 


ie Lésung in den Erlenmeyer-Kolben entweder sofort, ode: 


die Farbe erscheint erst allmaéhlich. Die oben erwahnten Mischungsverhalt - 


nisse sind in 


Tabelle XI zusammengestellt. 


Wenn der Dextringehalt der Grundlésung so groB ist, daB die Eich- 
kurve (LIL., 4) nicht verwendet werden kann, ist es zweckmabBig, die Grund- 
lésung mit 70°,iger Schwefelsiure zu verdiinnen. Bei dem Wagen der zu 


! Man kann auch den Behalter der 53,5°,igen Saure im Eisschrank 
Wir verfiigten iiber einen Frigidaire-Kiihlschrank. 


aufbewahren. 
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intersuchenden Proben ist jedoch zu beachten, daB mehr als vierfaches 
Verdiinnen der Grundlésungen nicht empfehlenswert ist. Bei groBen 
Dextrinkonzentrationen ist es namlich moéglich, daB der Dispersitatsgrad 
zweier Lésungen, von denen die eine beziiglich der Cellulose von Anfang 
an ‘ °.ig war und die andere erst nach beendeter Hydrolyse durch Ver- 
diinnung mit 70 °,iger Saure X °,ig wurde, nicht derselbe ist. 


Tabelle XI. 
Die Mischungsverhaltnisse bei der Zubereitung der jodhaltigen 
Dextrinlésungen. 





Volumen Art der Lisung H2 80, KJ-Normalitat Cellulose 
ecm %lo °'o 
3) H,S 0,-Lésung 53,5 0 
10 Jodlosung 0 0,007 4 0 
20 Dextringrundlésung 70 0 
In der endgiltigen Lésung. 
60 53,5 0,00124 | X/3 


4. Eichkurve. 


Nach vierstiindigem Stehen werden Proben aus den jodhaltigen Dextrin- 
lésungen entnommen und im Pulfrich-Photometer bei Verwendung eines 
bestimmten Spektralfilters untersucht. Nach dem  Berechnen des 
Extinktionskoeffizienten findet man mittels der Eichkurve den _ ent- 
sprechenden Cellulosegehalt der Grundlésung. 


Fiir das Zeichnen der Eichkurve haben wir eine Reihe von Versuchen 
mit Cellulosepraparaten verschiedenen Ursprungs ausgefiihrt. Verschieden 
groBe Proben von Filtrierpapier (aus Fichtenholz), von reiner, mit Ather 
extrahierter Baumwolle (handelsware) und von reinster, in n NaOQH- 
I ésung gekochter Leinwand wurden auf die in III., 2 und 3 beschriebene 
Weise behandelt!. Auch einige von den Filtrierpapier- und Baumwoll- 
proben waren einem mit Lauge gekochten Material entnommen. Die 
Dextringrundlésungen wurden mit 70°,iger Saéure dreifach verdiinnt. 

Bei der Wahl des Spektralfilters wurden die in II., 5 berichteten Ergeb- 
nisse beachtet. Aus Abb. | erhellt, daB die einer bestimmten Zunahme der 
Cellulosekonzentration entsprechende Extinktionszunahme am gr6ften ist. 
wenn gelbes oder orangefarbiges Filter (S57 oder 8 61) benutzt wird. 
Fiir ein kolorimetrisches Cellulosebestimmungsverfahren waren die ge- 
nannten Filter auch deswegen empfehlenswert, weil die dextrinfreie Jod- 
lésung gerade gelbes und orangefarbiges Licht fast vollstandig durchlabt. 
Beim Verwenden der genannten Filter erhalt man aber in den beiden Halften 
des Sichtfeldes nicht genau denselben Farbenton, wodurch die Genauigkeit 
der photometrischen Messung leidet. Mit dem Filter S 50 kann man aber 
die Sichtfeldhalfte vollstandig gleichfarbig erhalten, und bei Verwendung 
dieses Filters ist der Verlauf der Konzentrationskurve steiler als bei den 


1 Um die Behandlung méglichst analog mit der in III., 2 beschriebenen 
zu machen, wurde auch Seesand in die Hydrolyseflaschen gebracht. 
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Tabelle XII. 
Die Lichtabsorption der Dextrinlésungen verschiedener Kon 


zentration bei Verwendung von Spektralfilter § 50. 





in der Grund- 


losung 


23,75 
25,4 
29,0) * 
44,5 
46,75 * 
47,5 
47.5 
58,25 
67,0 * 
71,75 
80,75 
94,0 * 
97,0 * 
110,0 


24,2 
26,6 * 
29,5 
32,0 
32.3 
37,0 * 
42.3 
45,9 
46,3 * 
47,5 
48,9 * 
52,75 
56,6 
59,5 * 
60,25 
63,6 
65,0 
65,5 
76.5 
77.9 


” 


3 4 





mg wasserfreie Cellulose pro 100 cem 


in 3fach 


= — in jodhaltiger “—” 
verdiinnter Lisung 
Grundlisung mm 
a) Filtrierpapier. 
7,91 2.64 10 
8,47 2,82 10 
9,67 3,22 10 
14,83 4,95 5 
15,58 5,18 5 
15,83 5,27 5 
15,83 5,27 5 
19,42 6,47 5 
22,35 7,45 5 
23,90 7,97 5 
26,92 8,97 5 
31,38 10,45 5 
32,37 10,79 5 
36,63 12,21 5 
b) Baumwolle. 
8,07 2.69 10 
8,87 2,96 10 
9,84 3,28 10 
10,68 3,56 10 
10,77 3,59 10 
12,33 4,11 5 
14,10 4,68 5 
15,30 5.09 5 
15,43 5,14 10 
15,83 5,27 5 
16,30 5.43 5 
17,58 5,86 5 
18,87 6,28 5 
19,83 6,61 5 
20,08 6,68 5 
21,20 7,06 5 
21,66 7,21 5 
21,82 7,27 5 
25,51 8,50 5 
25,98 8,65 5 


* Mit Lauge vorbehandeltes Material. 
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30.3 
29,9 
8,3 
28.0 
28.8 
22,0 
22.3 
21,4 
22.9 
19,5 
19,3 
19,2 
16,2 
14,55 


Extinktions 


koeffizient 


0,594 
0,597 
0,684 
1,022 
1,073 
1,092 
1,092 
1,296 
1,490 
1,448 
1,544 
1,800 
1,910 
2,102 


0,676 
0,648 
0,733 
0,752 
0,810 
0,848 
1,037 
1,049 
1,081 
1,104 
1,082 
1,316 
1,304 
1,340 
1,280 
1,420 
1,428 
1,434 
1,582 
1,675 
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Tabelle XII (Fortsetzung). 





1 2 3 4 s) 6 
mg wasserfreie Cellulose pro 100 cem 


in 3fach 


in der Grund- wee aaa in jodhaltiger “i” lassigheit ‘hesfiaent” 
losung verdiinnter ae 
Grundlisung mm Oo 
80,8 * 26,97 8,98 5 15,2 1,633 
83,1 27,72 9,24 5 14.0 1,708 
85,0 28,35 9,45 5 12,2 1,828 
90,75 30,22 10,09 5 13.0 1,772 
95,5 31,82 10,60 5 11,0 1,915 
97,5 * 32,50 10,83 5 10,6 1,914 
110.0 36,63 12,21 5 8,1 2,184 
119.0 39,65 13,21 5 7,25 2,280 
119.0 39,65 13,21 5 7,0 2,310 
124.0 41,30 13,78 5 5,1 2.584 
c) Leinwand. 
38,9 * 12,97 4,32 5 33,6 0,948 
47,25 * 15,72 5,25 5 28,7 1,085 


* Mit Lauge vorbehandeltes Material. 


iibrigen Filtern, auBer S 57 und S61. Deswegen haben wir das Filter S 50 
fiir unsere analyvtischen Zwecke gewahlt. 

Die Ergebnisse unserer Versuche mit verschieden groBen Cellulose- 
mengen sind aus Tabelle XII und Abb. 2 ersichtlich'. Aus der Abbildung 
erhellt, daB die experimentell bestimmten Punkte so zerstreut liegen, dal 
der Verlauf der Konzentrationskurve nur zwischen Extinktionskoeffizient - 
werten 0.6 bis 1,1 deutlich und unbestritten ist, woraus folgt, daB nur diese 
Strecke als Eichkurve bei Cellulosebestimmungen verwendet werden kann. 
Worauf das Schwanken der Ergebnisse bei gr6Beren Dextrinkonzentrationen 
beruht, ist uns bis jetzt noch nicht klar. Hier sei nur nochmals darautf 
aufmerksam gemacht, daB insbesondere die mehr konzentrierten L6ésungen 
auBerst empfindlich gegen allerlei Einfliisse sind. Bei Lésungen, die beim 
Mischen mit Jodlésung sofort farbig werden (III., 3), kénnen z. B. kleine 
Variationen in der Mischungsprozedur zur Entstehung optisch  ver- 
schiedener Lésungen fiihren. Jedenfalls scheint es empfehlenswert zu 
sein, bei der hydrolytischen Behandlung und insbesondere bei der An- 
fertigung der mit Jod gefarbten Lésungen gréBere Dextrinkonzentra- 
tionen zu vermeiden. 

Weil in der Konzentrationskurve der Abb. 2 die Strecke zwischen 
Extinktionskoeffizienten 0,6 bis 1,1 gerade ist, kann man zwischen den 
genannten Grenzen den Cellulosegehalt mittels einer einfachen Gleichung 


1 Um jedes subjektive Moment total auszuschalten, wurden diese Ver- 
suche so angeordnet, daB der eine von uns die Proben wog und der andere 
sie analysierte, ohne zu wissen, wieviel gewogen war. 
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berechnen, wenn der Extinktionskoeffizient bekannt ist. Auf Grund der 
Abb. 2 haben wir die folgende Gleichung berechnet : 


c = 16,13 Ex — 1,67, 


wo cmg Cellulose pro 100 cem jodfreier Lésung! und Ey, den bei Ver 
wendung des Spektralfilters $50 gewonnenen Extinktionskoeffizienten 
bedeuten. Wenn die Grundlésung mit 70° ,iger Saéure a-fach verdiinnt 
worden ist, berechnet sich die Cellulosekonzentration der Grundlésung aus 
der Gleichung 

c = a 16,13 £5, — @ 1,67, 


und wenn @ = 3 ist, wie es bei den in diesem Absatz berichteten Versuchen 
der Fall war, erhalt die Gleichung die Form 


c = 48,4 By, — 5. 
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Abb. 2. 


Die Abhingigkeit der Extinktion von der Dextrinkonzentration (Cellulosekonzentration) bei Ver- 
wendung von Spektralfilter S50 (O Baumwolle, @ mit Lauge gekochte Baumwolle, () Filtrier- 
papier, @ mit Lauge gekochtes Filtrierpapier, < Leinwand). 


Ein ganz besonders wichtiger Umstand, der aus Tabelle XII und 
Abb. 2 hervortritt, ist die kolorimetrische Gleichwertigkeit der Cellulose- 
praparate verschiedenen Ursprungs. Wenigstens sind die Unterschiede 
zwischen den von uns untersuchten Praparaten in dieser Hinsicht viel 
geringer als die von Paloheimo und Paloheimo? und Paloheimo und Antila® 
zwischen gewissen Starkearten beobachteten Verschiedenheiten. Es ist 


1 Unter jodfreier Lésung versteht man hier entweder Grundlésung 
oder, wenn diese mit 70°,iger Séure verdiinnt worden ist, diese verdiinnte 
Lésung. 

2 Diese Zeitschr. 288, 399, 1930. 

3 Ebenda 238, 404, 1930. 
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auch bemerkenswert, daB8 der Unterschied zwischen den mit Lauge be- 
handelten Filtrierpapier- und Baumwollpraparaten und den entsprechenden 
unbehandelten Praparaten unerheblich oder mindestens so klein ist, daB 
er wegen der verhaltnismaBig breiten Fehlergrenzen nicht wahrgenommen 
werden kann. 


5. Einige Versuche zur praktischen Verwertung der neuen Methode. 


Wie aus dem vorigen Absatz erhellt, hat man bei praktischen Aus- 
fiihrungen der jodkolorimetrischen Cellulosebestimmungen darauf zu achten, 
daB die zur Analyse genommenen Mengen von solcher GiéBenordnung sind, 
da®B nur der sicherste Teil der Eichkurve zur Verwendung kommt. Man 
muB somit den ungefahren Cellulosegehalt des zu untersuchenden Materials 
kennen. In den kolorimetrischen Cellulosebestimmungen, die wir mit 
Fichtenholz, Birkenholz, Roggenstroh und Timotheeheu ausgefiihrt haben, 
betrugen die gewogenen Mengen nur 0,4 bis lg. Die fiir Parallelbestimmungen 
gewogenen Mengen waren von verschiedener GréBe, so daB verschiedene 
Punkte der Eichkurve zur Anwendung kamen. Die Ergebnisse dieser 
Bestimmungen, die in Tabelle XIII aufgestellt sind, sind zum Teil schon 
in III., 1 erértert worden. Vergleichsweise sei hier erwaihnt, dal} der Cellulose- 
gehalt des Fichtenholzes nach Hdgglund! 41°, betragt, des Birkenholzes 
nach Pringsheim® 41,85 bis 39,97°, und des Strohes nach Pringsheim 
39,5°,. Fir Heu hat Pringsheim den Cellulosegehalt 28,5°, erhalten. 
Es ist aber hier zu beachten, daB unsere Heuprobe aus sehr jungem Timothee- 
heu entnommen war. 


Tabelle XIII. 


Der Cellulosegehalt einiger Pflanzenmaterialien nach jod- 
kolorimetrischen Bestimmungen. 


(Der Cellulosegehalt ist in Prozenten der Trockensubstanz angegeben. ) 





Timothee- 


Vorbehandlung — — ——— i 
41.4 42.0 40.4 21,8 
f | 22: 
Vy Std. mit n/l NaOH gekocht 40,0 40,5 - | = 
| | 22'3 
Im Mittel: 40,7 413 40,4 22,1 
| 49,3 40,2 40,6 22,1 
1 Std. mit n/l NaOH gekocht 39,4 40,6 
| 41.6 
Im Mittel: 40.4 40,2 40,6 22,1 
11), Std. mit nL NaOH gekocht | 3¢8 
Im Mittel: 383 | | 
1 Std. mit 2n NaOH gekocht 38,6 40,7 19.9 
45,8 52,1 486 | 282 


Ohne Vorbehandlung 45.7 


1 Holzchemie. Leipzig 1928, 8. 61, 175. 
2 Die Polysaccharide. Berlin 1931, 8.110, 163. 
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IV. Zusammenfassung. 

Die mittels 70°%iger Schwefelsiure gewonnenen stark sauren 
Cellulosedextrinlésungen kénnen durch Zusatz passender Menge: 
Jodjodkaliumlésung intensiv gefarbt werden. Durch Verdiinnen de: 
Lésungen, bis der Schwefelsiuregehalt nahe 50°, liegt, kann man den 
Fortgang der Hydrolyse hemmen, so daf die Lésungen photometrisc! 
untersucht werden kénnen. Bei diesen Untersuchungen wurde ei) 
Pulfrich-Photometer mit acht Spektralfiltern benutzt. Der Einfluis 
verschiedener Faktoren (Temperatur, Altern der Lésungen, Daue1 
der Hydrolyse, Jodkonzentration und Dextrinkonzentration) auf dir 
Lichtabsorption der jodhaltigen Cellulosedextrinlésungen wurde unter- 
sucht. Auf einige Verschiedenheiten gegeniiber Starke- und Starke- 
dextrinl6sungen wird aufmerksam gemacht. 

Eine jodkolorimetrische Cellulosebestimmungsmethode wird durch 
folgende Umstinde erméglicht: 

1. Wenn das zu hydrolysierende Material mit Wasser angefeuchtet 
ist, verlaufen die ersten Stadien der Cellulosehydrolyse in 70 %iger 
Schwefelsiurelésung auBerordentlich schnell. Dies betrifft auch die 
inkrustierte Cellulose. Die Wirkung der Saure verbreitet sich somit 
nicht langsam von der Oberfléche zum Innern der Celluloseteilchen, 
sondern alle Punkte des Cellulosegeriistes werden fast gleichzeitig 
angegriffen. Hieraus folgt, daB die Unterschiede in der physikalischen 
Beschaffenheit der Cellulose sich nicht in kolorimetrisch feststellbaren 
Verschiedenheiten der Dextrinlésungen widerspiegeln brauchen. 

2. Die Cellulosen verschiedenen Ursprungs scheinen kolorimetrisch 
fiiquivalent zu sein. 

3. Die Hauptmenge der in 70 °%,iger Schwefelsiure léslichen Nicht- 
cellulosestoffe kann durch eine Alkalivorbehandlung entfernt werden, 
ohne daB die Cellulose selbst angegriffen wird. 

Die neue, in dieser Arbeit vorgeschlagene und skizzierte Cellulose- 
bestimmungsmethode hat, verglichen mit anderen Methoden, den 
Vorzug der Schnelligkeit. In 6 Stunden ist die Bestimmung ausgefiihrt, 
und von dieser Zeit ist nur 1 Stunde eigentliche Arbeitszeit. Als Nachteil 
bei der Methode wirkt die auRerordentliche Empfindlichkeit der Dextrin- 
lésungen und insbesondere der jodhaltigen Dextrinlésungen, weshalb 
man peinlich genau nach den Vorschriften arbeiten muB. 

Das neue Verfahren ist hier keineswegs als eine vollendete Methode 
dargelegt. Nach unserer Auffassung ist das leitende Prinzip der Methode 
jedenfalls beachtenswert, insbesondere wenn man bedenkt, daB die bis jetzt 
angewandten Cellulosebestimmungsmethoden nicht sehr zuverlassig sind. 


Zum SchluB méchten wir dem Vorstand des Instituts, Herrn Professor 
Dr. G. v. Wendt, fiir Rat und Beistand bei der Ausfiihrung unserer Arbeit 
danken. 
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Eine Methode 
zur Bestimmung des Rest-N und seiner Fraktionen in Organen. 


l. Mitteilung: 


Leber. 


Von 
H. Elias und H. Kaunitz. 
(Aus der Ersten medizinischen Klinik in Wien.) 
(Mit Unterstiitzung der Ella Sachs Plotz-Foundation.) 


(Eingegangen am 12, September 1933.) 


Cher die Methodik der chemischen Bestimmung des Rest-N und 
seiner Fraktionen in einer Fliissigkeit, z. B. im Serum, sind sich die 
einzelnen Autoren bis zu einem gewissen Grade einig. Wenn auch 
die einzelnen Methoden, die dafiir empfohlen sind, verschiedene Werte 
geben, so ist es doch méglich, mit der gleichen Methode immerhin 
vergleichbare Werte zu erhalten. Hingegen scheint es Schwierigkeiten 
zu machen, diese Bestimmung in Organen durchzufiihren, weil sie 
nur schwer den folgenden Forderungen gerecht wird: a) den Forde- 
rungen der vollstandigen Extraktion, b) der vollstandigen EnteiweiBung 
und ¢) der raschen Durchfiihrbarkeit, um Veranderungen in den ein- 
zelnen Fraktionen zu vermeiden. Bestimmungen in Organen_ sind 
zwar schon gemacht worden!: 

Van Slyke z. B. extrahiert das Gewebe mit heiBem Wasser und fallt 
den Auszug mit Alkohol; ahnlich gehen Folin und seine Mitarbeiter, Buglio 
und Costatino, Pick und Hashimoto oder Wilson vor, der die van Slykesche 
Methode etwas modifiziert hat. Bereits friiher (1908) hatte Schmidt zu 
demselben Zwecke den Leberbrei mit Zinksulfat und Elisessig gefallt, eine 
Methode, die Becher modifiziert hat (Fallung mit Uranylacetat); Rosenberg 
fallt mit Trichloressigsiure. Delaunay enteiweiBt durch Erhitzen und fallt 
mit Phosphorwolframséure, Barath und Hetenyt arbeiten in ahnlicher 
Weise mit einer Mikromethode. 


! Otto Neubauer schreibt dazu: ,,Unsere Kenntnisse itiber den Amino- 
sdurengehalt normaler Organe sind noch gering, die Untersuchungstechnik 
noch wenig ausgebaut‘’. Handbuch 8. 679. 
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Doch sind die einzelnen Autoren nicht zu den gleichen Resultater, 


gekommen, so daB uns von den angegebenen Extraktionsmethoden 
keine von vornherein unbedingt verlaBlich schien. 


Methodik. 


Um der ersten Forderung, der Vollstandigkeit der Extraktion 


gerecht zu werden, war es notwendig, alle Zellen au sprengen. Nur 


dadurch konnte den Extraktionsmitteln Zugang zum Zellprotoplasma 
selbst geschaffen werden. Durch rasches Gefrieren, wie es z. B. Embden 
und Parnas fiir ihre Muskelversuche verwendet haben, war diese 
Forderung am einfachsten erfillt. Cberdies konnte das Gewebe im 
gefrorenen Zustand noch mechanisch durch Verreiben mit Quarzsand 
vollstandig zertriimmert werden. Durch Zusatz von destilliertem 
Wasser muBten die Zelltriimmer zum Quellen gebracht und ausgelaugt 
werden kénnen. Um der dritten Forderung, der raschen Durchfiihrbar- 
keit, nicht uniberwindliche Hindernisse entgegenzusetzen, muBbte 
das Gefrieren der Organe in einer Weise durchgefiihrt werden, dic 
gestattet, Gefrieren, Zerreiben, Auftauen und in Fliissigkeitaufnehmen, 
in méglichst kurzer Zeit durchzufiihren. Wenn diese beiden Forderungen 
einmal erfiillt waren, konnte die zweite Forderung der vollstandigen 
EnteiweiBung keine gréBeren Schwierigkeiten bereiten. 


A. Organsuspension und ihre Fdllung. 


Danach zerfallt die Darstellung des Extraktes in zwei Teile: 


a) Zertriimmerung der Zellen und Darstellung der wasserigen 
Suspension. 


Mit einem langen Hirnmesser oder mit einem Mikrotommesser wurden 
von der Leber méglichst diinne Scheiben abgehobelt. Diese Leberschnitte 
wurden einzeln in CO,-Schnee gelegt, wo sie augenblicklich zu Glasharte 
erstarrten. Nach wenigen Minuten wurden sie mit Quarzsand in einer 
Reibschale miihelos soweit verrieben, daB der in dieser wieder aufgetaute 
Brei ganz gleichmaBig homogen war. Dann wurde dieser Brei noch rasch 
in destilliertem Wasser verrieben. 


b) Fallungsverfahren. 


Erstes Verfahren. Der wisserigen Suspension wurde jetzt sofort Tri- 
chloressigsaéure in entsprechender Menge zugesetzt. Bis zu dem vollstandigen 
Auftauen der Gewebsschnitte und der Fallung mit Trichloressigsiure ver- 
flossen kaum mehr als 20 Minuten!. In dieser Aufschwemmung, die in der 
Lésung des Rest-N und seiner Fraktionen noch das gefallte EiweiB und den 
Quarzsand enthielt, ist der Quarzsand an dem Volumen, das bei der Rechnung 
eine Rolle spielt, nicht beteiligt. Das Volumen der Leber konnten wir 


1 Verinderungen im Rest-N und den meisten Fraktionen treten 
friihestens nach 1 Stunde auf. Siehe spater. 
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errechnen. Denn das Gewicht der zum Versuch verwendeten Lebermenge 
war uns bekannt, und das spezifische Gewicht dieses Lebergewebes hatten 
wir uns auf folgende einfache Weise bestimmt: In ein MeBkélbchen wurde 
eine entsprechende Menge Leber genau eingewogen und hierauf aus einer 
Biirette Wasser bis zur Marke des K6élbchens eingefiillt. Dabei war dafiir 
Sorge zu tragen, daB keine Gasblaschen an der Leber oder an der Wand des 
GefaBes haften blieben. Aus der Differenz zwischen dem Inhalt des K6lb- 
chens und der Menge des zugesetzten Wassers einerseits und dem Gewicht 
der eingewogenen Leber anderseits war das Volumen pro Gramm Leber 
festzustellen. Da die dem Leberbrei zugesetzte Menge Fliissigkeit (Wasser 
und Trichloressigsiure) ebenfalls bekannt war, so war fiir die weiteren 
Berechnungen das gesamte Volumen bekannt. 

Zweites Verfahren. Nach dem oben angegebenen Verfahren haben wir 
lange Zeit gearbeitet und gute Resultate erhalten. Nachdem wir aber durch 
Kontrollen festgestellt hatten, daB in der ersten Stunde nach der Zell- 
zertriimmerung Veranderungen im Rest-N und seinen Fraktionen nicht in 
nachweisbarem Ausma8 auftreten, haben wir uns noch ein zweites Ver- 
fahren zurechtgelegt, nach dem wir, sonst in gleicher Weise vorgehend, 
die wiasserige Gewebsaufschwemmung vor der EnteiweiBung noch rasch 
zentrifugierten und nicht die ganze Aufschwemmung, sondern nur einen 
aliquoten Teil der tiber dem Quarzsand stehenden Fliissigkeit zur Ent- 
eiweiBung verwendeten. Dieses zweite Verfahren hat gegeniiber dem erst 
beschriebenen den Vorteil, daB man in kleiner Menge und darum billiger 
arbeiten kann. Ferner war auf diese Weise, wie spater noch auszufiihren 
sein wird, die Bestimmung des Harnstoffs weniger zeitraubend und aus 
der gleichen Suspension, wie die des Rest-N und der anderen Fraktionen, 
méglich. 

Kontrollen: a) Durch Bestimmungen des Rest-N. 

x) Vor allem war es wichtig, zu wissen, wie lange der Gewebsbrei in 
der Aufschwemmung (filtriert und unfiltriert) vor und nach der EnteiweiBung 
belassen werden kann, ohne daB eine Veranderung des Rest-N eintritt. 


Tabelle I. 


Kontrollen zur Verainderung des Rest-N-Gehaltes im nicht 
enteiweiBbten Leberbrei. 





~~ pong om Nach 30 Min. Nach 60 Min. 

458 12. VIII. 270 258 
292 25. VIII. 209 213 

293 29. VIII. 270 266 
1011 2. IX. 228 228 231 
1013 = 226 234 
299 15. IX. 239 230 
1301 16. IX. 222 254 
1304 | 18. X. 240 251 


Im nicht enteiweiBten Leberextrakt ist nach 1 Stunde eine eindeutige 
Verainderung der Rest-N nicht nachweisbar. 
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Die beigegebene Tabelle I zeigt, da&B der Rest-N im nicht ent- 
eiweiBten Leberbrei nach 1 Stunde durch Zerfall gréBerer Molekiile 
nicht zunimmt. 

fp) Nach der EnteiweiBung war eine Vermehrung des Rest-N durch 
Fermente zwar nicht zu erwarten, durch Hydrolyse in der durch Tri- 
chloressigsiure sauren Lésung aber méglich. Durch Kontrollen wurde 
diese Fehlerquelle ausgeschlossen. 

y) Dann wurde nachgesehen, ob verschiedene Teile derselben 
Leber in ihrem Rest-N verschiedene Werte geben konnten. Es ergab 
sich aus Kontrollversuchen, daB innerhalb unserer Fehlergrenzen der 
Rest-N in der ganzen Leber der gleiche ist. 

6) SchlieBlich wurden noch Versuche angestellt, um festzustellen, 
ob dieses Extraktionsverfahren fiir den Rest-N von dem Verhaltnis 
zwischen Organgewicht und Menge der zugesetzten Fliissigkeiten in 
den erwiinschten Grenzen unabhangig ist. Die Rest-N-Resultate 
wurden aber tatsachlich durch Veranderung der zugesetzten Fliissig- 
keitsmenge bis auf das Doppelte nicht beeinfluBt. 


B. Chemische Bestimmungen. 
Der Organbrei konnte wie das Blut zu den Bestimmungen des 


Rest-N, des U-N (Rappaport und Glaser), U-N (Benedict)! heran- 
gezogen werden. Die Bestimmung der Aminosaiuren nach Folin sei 
kurz skizziert, da wir sie zu den Bestimmungen im Leberbrei etwas 
modifizieren muBBten. 

Nachdem wir mit verschiedenen Methoden nur Miferfolge zu 
verzeichnen hatten, erhielten wir konstante Resultate mit der Original- 
methode von Folin und Wu. Von dem obigen unverdiinnten Extrakt 
wird einmal 1:2 und einmal 1: 3 (Lésung A und B) mit Wasser ver- 
diinnt, je 4ccem der Verdiinnung werden nach Folin und Wu mit 
Wolframat-Schwefelsiure enteiweiBt und je 10 ccm des Filtrates zur 
Bestimmung verwendet. Darauf Bestimmung nach Folin und Wu. 
Dann wird der Standardfarbe entsprechend von den beiden Lésungen 
A oder B zur Kolorimetrie verwendet. 

Kontrollversuche. Wie bei jeder kolorimetrischen Methode war es 
notwendig, festzustellen, innerhalb welcher Farbintensitaét das ver- 
gleichende Verfahren zu brauchbaren Resultaten fiihrt. Wie Tabelle II 
zeigt, gibt die Methode praktisch gleiche Werte in einem Bereich der 
Verdiinnung von 1:1 bis 1:3. 


1 Nach AbschluB dieser Arbeit erschien eine Mitteilung von Fiirth 
und Edel, in der vor der Bestimmung der Harnsaéure in saurer Lésung 
eindringlich gewarnt wird. Vergleichende Untersuchungen mit beiden 
Methoden siehe unsere Mitteilung in Pfliigers Archiv. 
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Bestimmung des Rest-N und seiner Fraktionen in Organen. 


Tabelle Il. 


Kontrollen zur Bestimmung des Aminosaiuren-N-Wertes bei 
verschiedener Verdiinnung des Leberbreies. 





Aminosaurenwerte in mg pro 100g Leler 


Versuch Datum bei Verdiinnung des Leberbreies 
1:1 1:2 1:3 
Menschenleber . ... . 29. ITI. 67 71 
Kaninchen Nr.2100 . . . 4. IV. 38 41 37 
if y~ oe 7. IV. 97 100 
” ~ OMe s,s 12. TV. 69 73 
Seer ee are 70 80 


Verschiedenheit in der Verdiinnung des Leberextraktes von 1: 1 
bis 1:3 anderte das Resultat des Aminosiuren-N-Wertes nicht. 

Wir haben spater stets mit einer Verdiinnung von 1: 3 gearbeitet, 
die einer Aminosauren-N-Konzentration entspricht, die etwas tiber 
der des Blutes steht. Ubrigens ist man auch in der Auswahl der Standard- 
lésung nicht an eine ganz bestimmte Konzentration gebunden, doch 
empfiehlt es sich, die Konzentration zu verwenden, die Folin und Wu 
fiir die Bestimmung der Aminosaduren im Blute empfohlen haben. 


Durchfiihrung der Methode. 


Bereitung der Organaufschwemmung. Vorbereiten: Ein gewogenes 
50-cem-MeBk6élbchen, 200 bis 300 cem fassende Porzellanreibschale mit 
Pistill, Quarzsand ..pro analysi**, weithalsiges, mit Korkstépsel verschlieb- 
bares Flaschchen (Fassungsraum 30 bis 50 cem), Hirn- oder Mikrotom- 
messer, zwei Pinzetten. Zuletzt Kohlensiureschnee (etwa 200 ccm). Alles 
fiir die chemische Untersuchung Notige. 

Mit einem Hirnmesser von der frischen Leber diinne Scheiben ab- 
hobeln, in das verschlieBbare Flaschchen bringen und in diesem abwiegen 
(etwa 20g Leber), aus dem Flaschchen rasch die Schnitte in CO,-Schnee 
einbetten, Flaschchen samt St6psel zuriickwagen. Inzwischen dicke Leber- 
scheiben, etwa 15 bis 20g, abschneiden und in das eingewogene 50-cem- 
MeBk6lbchen iiberfiihren, abwagen und aus genauer Biirette oder Pipette 
mit Wasser bis zur Marke auffiillen. Luftblasen vermeiden! Die inzwischen 
im CQ,-Schnee gehaltenen Leberschnitte rasch mit Quarzsand in der Reib- 
schale bis zu einem homogenen Brei verreiben, 40 cem dest. Wasser zu- 
setzen, neuerdings verreiben. 

Berechnung der Leberverdiinnung: Verwendete Lebermenge — Gewicht 
des beschickten Flaschchens weniger dem Gewicht des Flaschchens nach 


Entnahme der Schnitte. Gesamtvolumen der Aufschwemmung 40 com 
+ Lebervolumen. Lebervolumen des im 50-cem-MeBk6lbchen eingewogenen 
Leberquantums = 50 cem, abziiglich der bis zum Strich zugesetzten Kubik- 


zentimeter Wasser. Aus Volumen und Gewicht dieser Lebermenge und aus 
dem Gewicht der eingefrorenen Leberschnitte durch Proportionsrechnung 
ist das Volumen der zu extrahierenden Schnitte zu berechnen. 

Chemische Bestimmung in den Extrakten prinzipiell wie im Blute 
(nur andere Verdiinnung), s. Absatz B. 
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Berechnung eines Beispiels: Man rechnet bei allen Bestimmungen 
genau nach der Vorschrift fiir das Blut aus den erhaltenen Titrations- oder 
Kolorimeterwerten die Milligramm in 100 cem Lésung, also in 100 cen 
Lebersuspension. Aus der Addition des Lebervolumens (gefunden durch 
Division des Grammwertes durch den Wert des spezifischen Gewichtes) 
und der zugesetzten Fliissigkeitsmenge ist die Gesamtmenge der verwendeten 
Leberaufschwemmung leicht zu berechnen. Aus dieser Menge und aus den 
erhaltenen Milligrammprozenten ist das Gewicht der bestimmten Substanz 
in der hergestellten Leberaufschwemmung festzustellen. Dieses Gewicht, 
geteilt durch das Gewicht der verwendeten Leber, gibt dann den 
Wert fiir 1 g Leber. 

Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode zur Darstellung einer Lebersuspension an- 
gegeben, in der der Rest-N und seine definierten Fraktionen sich quanti- 
tativ so verlaBlich wie im Blute bestimmen lassen. 

2. Durch Kontrollen wird festgestellt, daB sich der Rest-N und 
seine Fraktionen wahrend der Versuchszeit nicht in nachweisbarem 
AusmaB andern. 

3. Kurze Angabe der sich im Leberextrakt als brauchbar er- 
wiesenen Bestimmungsmethoden fiir Rest-N, Harnstoff-N, Amino-N, 
Harnsaure-N, und Indikan. 


Literatur. 


Barath u. Hetenyi, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 188, 154, 1922. — 
Becher, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 22, 276, 1921. — Becher u. 
Hermann, Miinch. med. Wochenschr. 72, 1069, 2178, 1925. — Benedict, 
zit. nach Hoppe-Seyler-Thierfelder 1928. — Buglia u. Costatino, Hoppe- 
Seyler 81, 109, 120, 130, 1912; 82, 439, 1912; 84, 243, 1913. — H. Delaunay, 
Soc. Biol. 85, 360, 1921. — Folin u. Berglund, J. of biol. Chem. 51, 395, 
1922. — Folin u. Denis, ebenda 11, 87, 1912; 12, 141, 1912. — Freund u. 
Laubender, Schmiedeberg 99, 131, 1923. — Firth u. Edel, diese Zeitschr. 263, 
9, 1933. — F. Loevey, ebenda 214, 198, 1929. — O. Neubawer, Handb. d. 
norm. u. pathol. Physiol. 5, 671, 1928. — Parnas u. Wagner, diese 
Zeitschr. 125, 253, 1921. — Pick u. Hashimoto, Schmiedeberg 76, 89, 1914; 
Zeitschr. f. Immunforsch. 21, 237, 1914. — Rappaport u. Glaser, Klin. 
Wochenschr. 11, 814, 1932. — Rosenberg, Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 87, 86, 1920. — Schmidt, Diss. GieBen 1908, zit. nach Leovey. — 
D. D. van Slyke, J. of biol. Chem. 16, 187, 1913. — van Slyke u. G. Meyer, 
ebenda 12, 399, 1912; 16, 197, 213, 231, 1913. — W. Wilson, ebenda 17, 
385, 1914. 








welc 
Kon 
folg 








gen 


der 


cm 
reh 
eS) 
ten 
len 
ANZ 
ht, 
len 


An - 


nd 
em 


er- 


N, 





Uber durch Réntgenstrahlen hervorgerufene chemische 
Reaktionen und eine Methode, dieselben zu verfolgen. 
Von 
N. Waterman und H, Limburg. 

(Eingegangen am 13, September 1933.) 

Durch ein Versehen sind im Anhang unserer Arbeit! die Tabellen, 
welche den Potentialverlauf in bestrahlten Chinonlésungen verschiedener 


Konzentration wiedergeben sollen, ausgefallen. Wir lassen hier noch einige 
folgen. Strahlungsenergie: 170 R. pro Minute. Abstand: 17cm. py 6,8. 


Chinonkonzentration. 





5 100 9 2I100° 0 } 1/100 °%,o 5 1000 °/o 2 1000° 0 





Min. | Millivolt Min. | Millivolt Min. | Millivolt Min.  Millivolt Min. Millivolt 





0 1535 0 129 0 | 276 0 322 0 | 334 
1 151 1,5 | 125 1 | 267 1,5 300 1 | 322 
2 148 3,5 | 121 2 259 2.5 | 293 2 | 399 
3 146 4,5 118 3 255 3,5 | 288 3 | 296 
4 143 5,5 115 4 253 4.5 | 283 4 | 299 
5 141 65 114 5 | 251.5 5.5 | 281 5 | 285 
6 | 139 7,5 | 112 6,5 | 2483 6,5 | 278 6 | 281 
7 | 13865 105 109 8.5 | 2455 7,5 | 275 7 | 277,5 
9 1825 | 125 1055 105 | 2425 8,5 | 278,5 8 | 2745 
11 128.5 14,5 108,59 12,5 | 239.5 95 | 271,5 9 | 271 
13 | 125 16,5 101 14,5 | 2365 11 268.5 10 | 268.5 
15 | 121 18,5 98 16,5 | 234 13 | 2655 | 12 | 264 
17, 117 20,5 96 18,5 | 232 15 262,5 , 14 | 259 
19 115 22,5 44 29,5 | 2305 . 17 259.5 16 | 255,5 
21 113 24,5 92,5 | 22,5 | 2285 | 19 257 18 | 251 
23 | 110 26.5 90,5 | 24,5 | 227 21 255 20 | 247 
25 «107 28,5 89,5 26,5 | 226 23 252 22 | 244 
27) 104.5 89,5 88 28,5 | 225 25 250,55 24 | 241 
29 | 102,5 | 32,5 87 32,5 | 222 27 248.5 | 26 | 238,5 
31101 34,5 85 34,5 | 221 29 247 28 | 235,5 
33 98,5 31 245 30 | 233 
33 243.5 | 32 | 2380 
35 242 34 | 227 


1 Diese Zeitschr. 268, 400, 1933. 





Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand von Cholesterin, Cholesterinester und Lecithin. 


VIII. Mitteilung: 
Weitere Untersuchungen iiber die Katalytischen Eigenschaften von 
Cholesterin. 
Von 


Igor Remesow und Olga Sepalowa. 


(Aus der Abteilung fiir physikalische Chemie und Elektrochemie des Staat 
lichen Instituts fiir experimentelle Medizin von U.S. S.R. in Leningrad.) 


(Eingegangen am 15. September 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit bezweckte eine weitere Erforschung der 
katalvtischen Eigenschaften des Cholesterins (vgl. VI. und VII. Mit- 
teilung). Es schien interessant, eine Reihe von Farbreaktionen, welche 
verschiedene Chromodehydrasen geben, mit Cholesterin auszufihren, 
ferner die Wirkung der Eisensalze und schlieBlich den EinfluB der 
Anaerobiose (N,-Atmosphare) unter strengen Versuchsbedingungen zu 
verfolgen. Zum SchluB8 wurden Akzeptorreaktionen mit Wasserstoff- 
superoxyd angestellt. Die ausgefiihrten Untersuchungen vertieften 
natiirlich die Frage tiber die katalytischen Eigenschaften der Sterine, 
dienten aber zugleich auch als Tatsachenmaterial, welches — er- 
moéglicht, spater zur Theorie der Cholesterinkatalyse und zur Be- 
griindung seines Mechanismus tiberzugehen. Hervorzuheben ist, dab 
bei Verwertung der Ergebnisse der angestellten Farbreaktionen in 
allen Fallen die Kontrollreaktionen mit den einzelnen Komponenten 
des Reaktionsgemisches durchgefiihrt wurden, so daB nur die sicheren, 
einwandfreien Oxydationsreaktionen protokolliert wurden. 


Fiir unsere Versuche wurden Cholesterinpraparate der Firma E. Merck 
genommen, welche dreimal aus Aceton umkristallisiert waren. Das kolloidale 
Cholesterin erhielten wir nach der Methode von Remesow als Cholesterinsol, 
ebenfalls nahmen wir die Praparate des kolloidalen Cholesterins der Firma 
von Heyden. Die Direktion dieser Firma hatte uns liebenswiirdigerweise 
ein’ Quantum ihres Cholesterinpraiparates fiir unsere Versuche zur Ver- 
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fiigung gestellt, wofiir wir an dieser Stelle der Firma von Heyden unseren 
aufrichtigen Dank aussprechen. 

Die Versuche unter N,-Bedingungen gelangen einwandfrei nur in der 
Zellatmungsapparatur von Warburg. N-Gas wurde in der Gaswasch- 
anordnung fiir die Bestimmung von Redoxypotentialen  gereinigt. 
Die katalytische H,O,-Zerlegung durch Cholesterinsole wurde in’ dem 
Gasmanometer von Barcroft (Mikromodelle fiir 0,1 cem Fliissigkeit) ge- 
messen. In beiden Birnen des Manometers befanden sich 0,5 c¢cem des 
Cholesterinsols; die obere Hoéhlung der rechten Birne (Kontrollgefat) 
enthielt 0,1 cem destilliertes, CO,-freies Wasser, die linke Birne (Versuchs- 
gefaB) dagegen 0,1 cem Perhydrol (Merck). Nachdem konstantes Niveau 
des Nelkenéls in beiden Manometerschenkeln erreicht war, begann die 
iibliche gasvolumetrische O,-Bestimmung. Dabei wurde Jedesmal 5 Minuten 
lang das Manometer im Wasserbad geschiittelt und dann die Niveau- 
differenz abgelesen. Die Analyse wurde als beendet betrachtet, wenn 
nach dreimaligem 5-Minuten-Schiitteln die Niveaudifferenz konstant 
blieb. Die GefaBkonstanten wurden nach Verzar bestimmt; mit allen 
Komponenten wurden einzeln Blindversuche angestellt. Fiir die Versuche 
fand destilliertes CO,-freies Wasser, peinlichst von Gasresten befreit, Ver- 
wendung (nach Drucker-Moles'). Alle sonstigen Reagenzien stammten von 
der Firma EF. Merck und von Kahlbaum-Schering. 


1. Dehydrierende Wirkung des Cholesterins. 


H,O,, Orcin, Phenol, Pyrogallol, x- und 6-Naphthol und Guajaklosung 
angestellt, unter Bedingungen, wie sie zum Nachweis der Phenolasen 
Verwendung finden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle I angefiihrt. 
Der Unterschied in der Erscheinung dehydrierender Eigenschaften des 
Cholesterins, je nach der Art der Oxydationsmittel, laBt sich auf die 
thermodynamischen Bedingungen, die den Eintritt der Reaktion bzw. 
der Dehydrierung bestimmen, zuriickfiihren. Auf diese Weise abt 
sich das negative Ergebnis der Reaktion mit Orcin, Benzidin, Phenol 
und in einzelnen Fallen mit Guajaklésung erkliren. Beachtenswert ist 
der Verlauf genannter Reaktionen mit bestrahltem Cholesterin (Queck- 
silberquarzlampe von Hanau). Die dabei positiv ausfallenden Reaktionen 
lassen sich dadurch erklaren, daB die Bestrahlung mit dem Ultraviolett 
zur Verschiebung des tautomeren Gleichgewichtes von Cholesterin 
fiihrt, mit vorziiglicher Bildung der Peroxydform, welche nach Remesow 
ausgesprochene katalytische Eigenschaften aufweisen soll. 


Es wurden verschiedene qualitative Farbreaktionen mit Benzidin- 


Die Frage der dehydrierenden Wirkung von Eisenspuren wurde 
in unseren Versuchen durch Eisenzusatz (Fe!! und Fe!!!-Salze) geprift. 
Dabei konnten wir keine klaren Ergebnisse erhalten, da diese Fe-Salze 
schon allein mit Reaktionskomponenten (p-Phenylendiamin) reagieren, 
Sonstige Reaktionen verliefen ohne irgendwelche Veranderungen. 


' Drucker-Moles, Zeitschr. f. physikal. Chem. 7, 409, 1910. 
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Tabelle II. 





Alkoholwirkung 


Reaktionsgemisch : auf das Reaktionsergebnis 
cem Cholesterinliésung, 5 cem Reagenslisung 
und 1 eem Alkohol Chioroformlosung von 


. Cholesterinsol 
molek. Cholesterin holesterinsol 


Methylalkohol + Diaminreagens. . . ohne Wirkung ohne Wirkung 
(thylalkohol al . . . .  schwach hemmend schwach hemmend 
Propylalkohol = + m s ohne Wirkung ‘ ” 
n-Butylalkohol —+- " ae hemmend hemmend 
Iso-Amylalkohol + ‘ ol Sis stark hemmend stark hemmend 
Methylurethan + ‘ 4 ohne Wirkung ohne Wirkung 
Athylurethan = + . 

Propylurethan + ” * . i. ° 
Butylurethan + * . schwach hemmend hemmend 
Phenylurethan +- ‘ ae hemmend ‘ 
Aceton, wasserfrei + - * stark hemmend 


Bemerkung: Dasselbe Ergebnis auch bei Anwendung fiir die katalytische Cholesterin 
reaktion der «- und j-Naphthollésungen. 


In der Tabelle IT sind die Analysendaten angegeben, welche die Nar- 
kotica- bzw. Alkoholwirkung auf die Dehydrierungsreaktion von Diaminen 
durch Cholesterinsole demonstrieren. Daraus folgt, daB die Alkohole, der 
isokapillaren, homologen Reihe nach, eine hemmende Wirkung ausiiben. 
Hier kommt das bekannte Gesetz von Traube zum Vorschein. Also findet 
in unseren Versuchen in vitro eine analoge Wirkung dieser lipoid- 
léslichen Stoffe genau wie in vivo statt, wo diese Wirkung in einer Hem- 
mung der Zellatmung also der Oxydationskatalyse -— sich auBert. 

Die Ergebnisse der Untersuchung dehydrierender Wirkung des 
Cholesterins unter anaeroben Bedingungen (N,-Gas) sind in der Ta- 
belle ITI] angegeben. 

Tabelle III. 





, - Cholesterin in Bestrahltes Chelectertacel 
Reaktionsbedingungen : Chloroform Cholesterin 
N.-Atmosphire, Komponente ese eae ree : 
O.-frei, kein Luftzutritt ontents —_ osteas —_ oid BG 
1. p-Phenylen-Toluylendiamin- 
gemisch. ....... . negativ negativ negativ schwach negativ negativ 
positiv 
2. p-Phenylendiamin mit @- und 
P-Meghthel ....... - : - dasselbe . 
3. Phenol mit Hy 0, ” - schwach 5 ie schwach 
positiv positiv 
4. Dieselbe  Reaktion bei 
schwacher Erwarmung . . positiv positiv negativ a dasselhe 
5. Diamingemisch mit Eisen- 
salzen (Ke"' und Fe") . . negativ negativ . . . negativ 
6. Diamingemisch mit Per- 
hydrol . . . ... . . . schwach positiv positiv positiv schwach positiy 
positiv positiy 


Bemerkung: p-Phenylendiamin mit Perhydrol in Luft keine Oxydation (rosa Firbung). 
Biochemische Zeitschrift Band 266, 99 
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In allen Fallen trat Dehydrierung, also die katalytische Cholesterin 
wirkung nicht ein. Nur bei Verwendung des bestrahlten Cholesterins 
(Dauer der Bestrahlung 30 Minuten) fand eine schwache, doch sicher 
positive Reaktion statt. Besonders muf man die Versuche mit Di 
aminen und Wasserstoffsuperoxyd unter anaeroben Bedingungen hervor 
heben. Bei dieser Reaktion (Cholesterin) + (Diamine) + (H,O,) i» 
N,-Atmosphare konnte immer eine sofortige Dehydrierung festgestell 
werden. Die Kontrollbestimmungen mit p-Phenylendiamin (auch in, 
Gemisch mit Toluylendiamin) und H,O, ohne Cholesterin ergaben kein: 
Dehydrierung der Diamine. Daraus kann man also schlieBen, dat 
hier gerade eine typische katalytische Dehydrierung mittels ,,De- 
hydrase** in unserem Falle durch Cholesterin vorkommt. 

Alle ausgefiihrten Versuche erlauben uns, die von Remesow schon 
seinerzeit festgestellte Tatsache der katalytischen Eigenschaften des 
Cholesterins, besonders in seinem kolloidalen Zustande, nochmals zu 
bestatigen, wobei es sich hier wohl nicht um die Eisenkatalyse (im 
Sinne der Warburgschen Theorie), sondern vielmehr um eine spezifische 
. Sterinkatalyse** handelt, welche mit der ,,Peroxydasewirkung™ in Ana- 
logie gestellt werden darf. Wenn man diese Ergebnisse mit den biologi- 
schen Oxydationen zusammenstellt, so erhebt sich wieder von neuem die 
so oft diskutierte Frage nach der Existenz und der Rolle von ,,organi- 
schen* Peroxyden. Jedenfalls sprechen unsere Angaben gerade fiir 
die Existenz solcher Peroxyde organischer Natur (Cholesterinperoxyd). 


2. Katalatische Wirkung des Cholesterins. 


Die Versuche wurden nur mit kolloidalem Cholesterin ausgefiihrt 
(Cholesterinsole von Remesow und der Firma von Heyden). Molekular- 
disperses Cholesterin (Chloroformlésungen) konnte nicht verwendet 
werden wegen der sehr groBen Flichtigkeit des Chloroforms und damit 
verbundenen Fehlerquellen bei den gasvolumetrischen Messungen. 

Blindversuche mit den einzelnen Komponenten ergaben eine gewisse 
Gasbildung (Gasreste), was also die Grenze der Empfindlichkeit der Methodik 
zu bestimmen erlaubt. Das gasfreie destillierte Wasser, welches in weiteren 
Versuchen immer Verwendung fand, zeigte eine Niveauditferenz von 0,05 
bis 0,1 (Temperatur 17°C).  Cholesterinsole ergaben Niveaudifferenz 
von 0,05 bis 0,25 (Temperatur 18° C); Perhydroll6sungen zeigten folgendes 
Bild: 


1,0°,ige Lésungen: von 0,15 bis 0,70 (Temperatur 20° C), 

10,0 °,ige Lésungen: von 0,20 bis 1,10 (Temperatur 15°C). 
Bei der Berechnung der Ergebnisse gasvolumetrischer Messungen 
wurden die erhaltenen Daten dieser Blindversuche natiirlich beriicksichtigt. 


Die erhaltenen Daten der Messungen der H,O,-Zerlegung durch 
Cholesterinsole sind auf Abb. 1 angegeben. Daraus ist klar zu ersehen, 
daB das kolloidale Cholesterin in Form hochkonzentrierter H ydrosol: 
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Wasserstoffsuperoxyd katalytisch zerlegt. Dabei zeigten die von Remesow 
erhaltenen Sole eine viel starkere katalytische Wirkung als die von 
der Firma von Heyden. Die Spaltungskurven erlauben eine mono- 
molekulare Reaktion zu vermuten, sie weisen am Ende der Reaktion 
einen asymptotischen Verlauf auf. 

Der Verlauf der Katalyse im allgemeinen sowie der Grad der 
beobachteten H,O,-Zerlegung hangt von den Cholesterin- und Per- 
hydrolkonzentrationen ab. Die Cholesterinsolkonzentration darf nicht 
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von Remesow und der Firma von Heyden. 


unter 10° liegen, sonst erhalt man nicht reproduzierbare Ergebnisse 
0 £ g 


oder gar keine katalytische Wirkung. Die optimale Perhydrol- 
konzentration betrigt 10°. Als selbstverstandlich gilt, daB die 


Sole frisch hergestellt sein miissen. Zum SchluB méchten wir noch 
auf unsere Versuche hinweisen, in welchen die Wirkung des Cholesterins 
auf die Blutkatalase untersucht wurde (Bestimmungsmethode nach 
Stern). Wir konnten in allen Fallen eine ausge s proche ne Forde rung 
der Katalasewirkung feststellen. Dabei ging die Erhéhung der Katalase- 
wirkung bzw. H,O,-Spaltung fast parallel der Menge von zugesetztem 
Cholesterin. 

Alle diese Ergebnisse fiihren zum SchluB, daB das kolloidale Chole- 
sterin in seinen katalytischen Eigenschaften den Katalasen ahnlich 
ist. Insofern die Ubersattigungserscheinungen beim Schiitteln (VW ichaelis- 
Pechstein') in unseren Versuchen fast ausgeschlossen sind, erscheinen 
die von uns gefundenen Tatsachen eben durch Cholesterinkatalyse 


1 Michaelis-Pechstein, diese Zeitsechr. 58, 320, 1913. 
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allein verursacht. Wenn man auf Grund unserer Messungen eine mittler 
Spaltungskurve ableitet (Abb. 2), so 1aBt sich die gefundene Cholesterin- 
katalvse auch mit der Wasserstoffsuperoxyvdzerlegung durch Platinsol 
vergleichen. Dabei handelt es sich wahrscheinlich ebenfalls um ein: 
mikroheterogene Katalyse durch Kolloidpartikeln von Cholesterin 
Von diesem Standpunkt aus erscheint die gefundene H,O,-Zerlegung 
durch Cholesterinsole als eine Katalyse mit einem Katalysator woh! 
definierbarer, organischer Natur. 

Wir moéchten hier keine weiteren Schliisse ziehen, da dieselben 
in gewisser Beziehung voreilig erscheinen kénnten, allerdings 1laBt 
sich aber bemerken, daB auf Grund der vorliegenden Untersuchung 
die Frage nach der Natur der Katalasen im allgemeinen sowie ihrer 
Bezichungen zu den Oxydationsfermenten (Woker!, Begemann®) wieder 
von Interesse sein kénnte. Man kann aber schon jetzt ohne weiteres 
behaupten, daB die Katalase unzweifelhaft ein integrierender Bestandteil 
des Oxydationsmechanismus in der Zelle ist und die Rolle des Chole- 
sterins dabei unter keinen Umstinden unberiicksichtigt bleiben dartf. 


Zusammenfassung. 

1. Die katalytischen Eigenschaften des kolloidalen Cholesterins 
erscheinen nicht nur in den Reaktionen mit Diaminen, sondern auch 
in Reaktionen, welche fiir Phenolasen iiblich sind (Pyrogallol-, Phenol-, 
Naphtholreaktionen). Dabei sind fiir den Eintritt der dehydrierenden 
Cholesterinwirkung die thermodynamischen Bedingungen maBgebend. 

2. Unter streng anaerobiontischen Bedingungen (N,-Gas) treten im 
allgemeinen die durch Cholesterin bewirkten Dehydrierungsreaktionen 
nicht ein, was fiir die Teilnahme des Luftsauerstoffs bei diesen 
Reaktionen spricht. 

3. Der Eintritt einer Akzeptorreaktion mit Cholesterinsolen in 
N,-Atmosphare beweist die dehydrierende Wirkung des Cholesterins. 

4. Die Alkohole hemmen die Cholesterinkatalyse. Diese Wirkung 
der Narkotika entspricht dem Gesetz von Traube. 

5. In bestimmten Konzentrationen zeigen Cholesterinsole eine 
, katalatische’’ Wirkung, welche sich in der katalytischen Zerlegung von 
Wasserstoffsuperoxyd (ebenfalls von bestimmten Konzentrationen) 
aiuBert. 

6. Die ausgefiihrten Versuche bringen einen weiteren und direkten 
Beweis fiir die katalytischen Eigenschaften des Cholesterins im kolloidalen 
und molekulardispersen Zustande. 


1 Woker, Arch. f. ges. Phys. (Pfliiger) 161, 45, 1915. 
2 Begemann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 47, 1024, 1914. 
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Uber die Bildung von Gluconsiure durch Aspergillus niger. 


Von 
E. Kardo-Syssojeva. 


(Aus dem Laboratorium des wissenschaftlichen Forschungsinstituts fiir 
Nahrungsmittelchemie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 15, September 1933.) 


Bei der Kultur des Pilzes Aspergillus niger in Zuckerlésungen 
findet eine Umwandlung des Zuckers in organische Sauren statt. Dabei 
bilden sich hauptsiachlich drei Sauren: Citronen-, Oxal- und Glucon- 
siure. Die beiden ersten, die eine technische Bedeutung haben, sind 
am besten bekannt. Das zu solchen Untersuchungen nétige Anhiufen 
bedeutender Mengen von Sauren wurde auf zwei Arten verwirklicht: 
1. durch Auswahl von giinstigen Bedingungen fiir die Saurebildung 
des gegebenen Pilzstammes, und zwar wurde die Konzentration des 
Zuckers, die Temperatur, die Reaktion des Mediums usw. variiert, und 
2. durch das Studium verschiedener Stéamme und Rassen von Asper- 
gillus niger hinsichtlich der Siurebildung, zwecks Auswahl mehr aktiver 
Saurebildner (siehe Literaturangabe 1 bis 7). 

Was die Citronensaure betrifft, so gibt es jetzt eine genau ausgearbeitete 
Methodik, die es erméglicht, den Zucker in freie Citronensiure zu_ver- 
wandeln, ohne dafi dabei andere Siéuren in nennenswerter Menge ent- 
stehen (8). Die betreffenden Arbeiten wurden mit verschiedenen Pilz- 
stiimmen, die gleiche Resultate ergaben, durchgefiihrt. Das Grundprinzip 
der Methode besteht in folgendem: Die fertige Pilzdecke, welche bei giinstigen 
Verhaltnissen in einer ausgeglichenen Lésung von Salzen und 20°, Zucker 
gewachsen war, wird in eine 20°,ige Zuckerl6sung ohne Salz tibergefiihrt, 
wo sie sofort Citronensaéure zu bilden beginnt. Nach der Theorie von 
S. Kostytschew wird durch dieses Wechseln des Mediums erreicht, dai 
der Pilz, der plétzlich in Verhaltnisse stickstofffreier Ernahrung versetzt 
wird, statt der Aminosaéuren der Eiweifmolekiile nur ein Kohlenstoft- 
skelett der Aminosiuren, welches wegen der Abwesenheit von Stickstoff 
nicht aminiert werden kann, baut; der ProzeB geht in der Richtung von 
Citronensaurebildung vor sich | Wekmer, 1925 (5)). 

Die Bildung von Oxalséure durch den Pilz ist auch schon lange bekannt, 
und ihre Bildungsbedingungen sind eingehend studiert worden. Es ist be- 
kannt, daB sich bei saurer Reaktion des Mediums Citronensiéure bildet, 
wahrend neutrale oder schwach alkalische Reaktion das Anhiufen von 
Oxalséure begiinstigt. 
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Die dritte Saure die Gluconsiure ist erst vor kurzem von Molliar, 
(1922) in Lésungen von Aspergillus niger entdeckt worden. Im Jahre 1922 2: 
stellte Butkewitsch (15) (16) in den Aspergilluskulturen die Anwesenheit 
von organischer Saure fest, deren Ca-Salz in Wasser léslich ist, und wie 
auf das Anhiufen dieser Saure beim Neutralisieren der Nahrlésung mit 
Kreide hin. Ihren Eigenschaften nach entspricht diese Saure der Glucon 
oder Saccharinsaiure, und im Jahre 1924 identifizierte derselbe Verfasse: 
sie als Gluconsiure. Seit der Entdeckung der Gluconsaéure in den Pilz 
kulturen wurden von verschiedenen Verfassern Versuche angestellt, ein 
Anhaufen derselben in gr6Berer Menge zu erzielen. Das Jahr 1924 war 
besonders reich an solchen Versuchen. So zeigte Molliard (10) in seine: 
zweiten Arbeit tiber Gluconsaure, fiir die Zuckervergérung durch den Pilz 
bei einer sehr schwachen Konzentration von Nahrsalzen folgendes: Eine 
schwache Entwicklung des Pilzes bei Mangel an Salzen bedingt ein An- 
haufen von Gluconséure als erstes Zuckerspaltungsprodukt, da es dem 
Pilz unter diesen Bedingungen an oxydierendem Vermdégen fiir eine weitere 
Verarbeitung der Gluconsiéiure fehlt. Die maximale Ausbeute erlangte 
Molliard bei 25facher Verminderung der normalen Konzentration aller 
Salze in einer ausgeglichenen Lésung. (Eine Neutralisation mit Kreide ist 
in der Arbeit unterblieben.) Dabei verwandelten sich 75°, des Zuckers 
in Gluconsiure. Andererseits erwies sich die Verminderung des Stickstoff- 
gehaltes allein als ungeniigend, und der Pilz gab in diesem Falle weniger 
Gluconsaéure und mehr Citronenséure als frither. Endlich fiihrte allein die 
Verminderung der Nahrsalze, auBer NH,NO,, zu folgenden Resultaten: 
Die Kultur gab tiberhaupt keine Gluconsiure, und statt derselben liel 
sich in der Lésung Oxal- und etwas Citronensiure entdecken.  Bern- 
hauer (1926) (12) kam zur gleichen SchluBfolgerung bei einer Kultur mit 
Kreide: er meinte, daB die Bildung von Gluconsaéure durch die An- 
wesenheit gréBerer Stickstoffmengen gehemmt wird. Butkewitsch (13) 
erreichte 1924 eine 90°,ige Umwandlung des Zuckers; in seinem Versuch 
wird die Berechnung des verbrauchten Zuckers unter Abzug des Ge- 
wichtes der getrockneten Pilzdecke und des halben Gewichtes der erhal- 
tenen Oxalsaiure durchgefiihrt, d.h. mit Ausschaltung der Zuckermenge, 
die zur Bildung des Mycels und der Oxalsaiure verbraucht wurde (in 
diesem Falle war sehr wenig Citronenséiure vorhanden); der Pilz wurde 
in 25cem einer 10°,igen Saccharoselésung in Anwesenheit von Kreide 
und bei einer Temperatur von 22°C kultiviert; in demselben Jahre 
erschien eine analoge Arbeit von Falk und Kapur (11). Die Ver- 
fasser stellten einige optimale Bedingungen der Gluconsaurebildung fest, 
wie z. B. eine verhaltnismaBig hohe Konzentration des Zuckers (15°,) 
und niedrige Temperatur (22°C), und wiesen auf eine héhere Aus- 
beute der Gluconséiure bei Verminderung des Stickstoffgehaltes (0,16 °, 
NH,NO,) und bei Zusatz von Kreide zum Medium hin. Auf diese 
Weise gelang es den Verfassern, bis zu 50°, Zucker in Gluconséure zu 
verwandeln. 

Die Gluconsaure ist zweifellos das erste Produkt der Zucker- 
umwandlung, doch bleibt die Frage ihrer weiteren Spaltung und 
ihrer Bedeutung fiir die Citronensiuregérung bisher  strittig. Aus 
Dauerversuchen zur Gewinnung von Gluconséure ergibt sich immer 
folgendes: ungefihr 10 Tage nach der Aussaat wird ein maximaler 
Gluconsiuregehalt beobachtet, dann nimmt er ab, und am 90. Tage 
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ist die Gluconséure oft fast véllig verbraucht. Die Citronenséiure 
zeigt einen umgekehrten Verlauf: sie beginnt sich oft erst am 25. 
bis 50. Tage anzuhéufen, und ihre Menge wachst allmahlich an. In 
einer Reihe von Versuchen’ sind analoge Ergebnisse erhalten 
worden (10) (11) (5), auf Grand deren die Ansicht entstanden ist, 
daB die Gluconsiure ein intermediares Produkt der Citronensaure- 
girung sei. Andererseits findet bei der Entwicklung des Pilzes auf 
Gluconsdure oder auf deren Salzen als energieliefernden Stoffen ihre 
Verwandlung in Citronen- und Oxalsaure statt. Nach Wehmer hat die 
Pilzrasse eine entscheidende Bedeutung: die Rassen von Aspergillus 
niger, welche auf Zucker vorzugsweise Citronensdiure bilden, bilden sie 
auch auf Gluconsiure. Ebenso wird auch die Oxalsaiure durch die 
sogenannten ,,Oxalsiurebildner*: gebildet. Jetzt ist die Frage iiber die 
Rassen zu einer genau ausgearbeiteten Lehre entwickelt worden. Bern- 
hauer (3) (4) teilt einen groBen Teil der von ihm untersuchten Rassen 


in ,,Citronensaurebildner** und ,,Oxalsdurebildner** usw. ein, ohne dabei 


die Rolle auBerer Entwicklungsbedingungen des Pilzes, die gewisser- 
maBen die Garrichtung bestimmen, abzustreiten. 


Methodik. 


Die vorliegende Arbeit wurde mit einem Stamm von Aspergillus niger, 
welcher uns vom Garlaboratorium des Mikrobiologischen Instituts der 
Leninschen Akademie zur Verfiigung gestellt war, durchgefiihrt. Wahrend 
der Versuche betrug die Temperatur 30 bis 35°, als Energiequelle wurde 
eine 20 °,ige Saccharoselésung verwendet; die erste Versuchsreihe 
wurde auf gewechselten Lésungen ausgefiihrt, d.h. das Mycelium wurde 
in einer 20°,igen Saccharoselésung, zu welcher die erforderliche Menge 
von Nahrsalzen zugesetzt war, kultiviert; dann wurde die Lésung vom 
gewachsenen Pilz abgegossen und, nach sorgfaltiger Durchspiilung der 
unteren Oberfliche des Myceliumhautchens, durch eine 20° ,ige Saccharose- 
lésung ohne Salzzusatz ersetzt, welche zur Saurebildung diente. Alle 
Versuche wurden in Erlenmeyer-Kolben von 750 cem  durchgefiihrt. 
Das Medium wurde vor der Aussaat bei 120° sterilisiert, das Waschwasser 
und die zweite Lésung in Kolben mit Wattest6pseln gekocht. Bei einigen 
Versuchen wurde bei 130° trocken sterilisierte Kreide zum Neutralisieren 
der Sauren, je nach ihrer Anhaufung, zugesetzt. Die Kultur von Aspergillus 
niger wurde auf festem Medium (Wiirze 8° nach Balling, mit Agar), von 
welchem dieselbe alle 7 bis 10 Tage tibertragen wurde, gehalten. Die Sub- 
kultur lie} man im Thermostaten bei 32 bis 35° 3 Tage lang wachsen, 
wonach sie ins Zimmer gestellt wurde. Die Anzahl der Sporen zur Aussaat 
wurde etwa nach folgender Berechnung genommen: Sporen aus fiint 
Probierglaschen mit Kultur wurden mit sterilisiertem Wasser in einen 
sterilen Kolben gespiilt, und zwar so, dai das Gesamtvolumen der Suspen- 
sion etwa 40 ccm betrug, daraus wurden nach energischem Schiitteln je 
2cem der Suspension fiir jeden Versuchskolben mit 100 cem Medium mit 
einer sterilen Pipette entnommen; aut diese Weise wurde eine geniigende 
GleichmaBigkeit der Aussaat erzielt. Nach Beendigung der Garung wurden 
folgende Bestimmungen durchgefiihrt: 1. Trockengewicht der bei 100 
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bis 105° getrockneten Pilzdecke, 2. der in der Lésung zuriickgebliebene 
Zucker nach Bertrand, 3. allgemeine Aziditaét, durch Titrieren mit n= 10 
KOH, die selbstredend nur in den Versuchen ohne Kreidezusatz bestimmt 
wurde, 4. Saiuren: Citronen-, Oxal- und Gluconsaure. Der Nachweis und 
die Bestimmung der Sauren wurde nach der Methode von Butkewitsch, 
die auf der verschiedenen Léslichkeit der Calciumsalze dieser Sauren in 
Wasser und schwacher Salzsaéure beruht, durchgefiihrt. In den Versuchen 
ohne Kreidezusatz zur Lésung wurde nach dem Abfiltrieren der Pilzdecke 
ein geringer UberschuB von Kreide beigefiigt. Nach dem Kochen wurden 
die Niederschlige von zitronen- und oxalsaurem Ca abfiltriert und mittels 
2°, HCl, deren Menge derjenigen der zugesetzten Kreide aquivalent war, 
getrennt, wobei das Ca-Citrat in Lésung iiberging und dann mit Ammoniak 
gefallt, bei 35° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen wurde; 
es enthielt 4 Mole Wasser. Ca-Oxalat, welches in der angegebenen 
Menge von 2°, HCl fast unléslich ist, wurde ebenfalls bei gleicher 
Temperatur getrocknet und gewogen. Zur Kontrolle wurde der Prozent- 
gehalt an Ca in beiden Salzen bestimmt, und es wurden dabei befriedigende 
Resultate erhalten. Die Mediumanalysen wurden in den Versuchen mit 
Kreidezusatz auf folgende Weise durchgefiihrt: der Pilz wurde aus dem 
Medium entfernt und mit warmem Wasser, welches in denselben Kolben 
gegossen wurde, gewaschen. Das Medium wurde zusammen mit dem Uber- 
schuB von CaC O,- und Ca-Salzen der gebildeten Sauren gekocht und filtriert ; 
der feuchte, mit heiBem Wasser ausgewaschene Niederschlag wurde mit 
einer bestimmten Menge Wasser in ein Glas gespiilt, wohin auch der Pilz, 
an dessen Mycelium einige Stiickchen oxalsauren Ca haften geblieben sein 
konnten, tibertragen wurde; dann wurde so viel Wasser und konzentrierte 
Salzséure in einer der zugesetzten Kreide aquivalenten Menge hinzugefiigt, 
daB eine 2°,ige Salzsiurelésung entstand; obwohl es praktisch geniigte, 
zwei Drittel des Aquivalents beizufiigen, da in der Kultur immer eine 
bedeutende Menge unausgenutzter Kreide zuriickbleibt.  Ca-Citrat ging 
unter diesen Bedingungen in der Kalte in Lésung, der Pilz und das Ca- 
Oxalat wurden abfiltriert, letzteres wurde in 10°,iger Salzsiure gelést, 
mit Ammoniak gefallt und wie oben erwahnt gepriift. Die Bestimmung 
der Gluconséure wurde in allen Versuchen nach zwei Methoden durch- 
gefiihrt: 1. nach Fallung mit Alkohol. Zu einer bestimmten Menge des 
Filtrats wurde das dreifache Volumen einer Mischung, die aus zwei Teilen 
Athyl- und einem Teil Methylalkohol bestand, hinzugefiigt. Der Methyl- 
alkohol wurde zum Unterschied von der Butkewitsch-Methode, nach welcher 
die Fallung nur mit Athylalkohol allein durchgefiihrt wird, hinzugefiigt, 
um eine bessere und schnellere Kristallisation des Ca-Gluconatniederschlags, 
die meist | Tag nach der Fallung begann, hervorzurufen. Der auf einem 
Filter gesammelte und mit 70 °,igem Alkohol nachgewaschene Niederschlag 
wurde bei 35 bis 40° getrocknet und gewogen. Im Trockenriickstand des 
erhaltenen Salzes wurden 9,27°, Ca in Prozenten des wasserfreien Salzes 
gefunden, was dem theoretischen Ca-Gehalt im Ca-Gluconat sehr nahe 
kommt (9,30°,). 2. In vielen Versuchen wurde parallel Ca in der Lésung 
durch Fallung mit Oxalséure und nachfolgendes Titrieren mit Permanganat 
bestimmt. Diese Bestimmung gibt einen genauen Wert des Gluconsiure- 
gehaltes nur bei Abwesenheit namhafter Mengen von Citronensiéiure. Der 
Vergleich der Ergebnisse beider Methoden ist in folgender Tabelle wieder- 
gegeben; die Tabelle ist nach den Resultaten der Analyse des dritten 
Versuchs zusammengestellt. 
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Gluconsaure im Filtrat 


Ca im Ca-Salz ; 
; nach der Fillung berechnet nach den Ca» im Ca-Salz 
™ poo ‘Alkohol nach gelistem Ca mittleren Zahlen theoretisch 
j beider Methoden 
5 10,12 10,06 9,24 om 
5a 10,82 10.87 9.35 _ 


Beide Methoden geben also voéllig gleiche Resultate, und es ist nicht 
erforderlich, doppelte Bestimmungen durchzufiihren. Daher haben wir 
uns vom dritten Versuch an auf die Berechnung der Gluconsiéure nach 
dem Ca-Gehalt in Lésung nach dem Neutralisieren mit Kreide beschrankt. 
In allen vorhergehenden Versuchen fiihren wir fir Gluconsiiure Mittelwerte 
zweier Methoden an. 

AuBerdem wurde Ca-Gluconat in einer ganzen Reihe von Versuchen 
durch das Phenylhydrazid identifiziert. Der Schmelzpunkt des Pheny!l- 
hydrazids betrug 195 bis 200°, was den Angaben von Fischer (14) entspricht. 


Experimenteller Teil. 

Wie erwihnt, wurden alle Versuche mit 20°,iger Rohrzucker- 
lésung durchgefiihrt: als Medium diente ein zinkhaltiges Gemisch 
von Nahrsalzen von folgender Zusammensetzung: NH,NO, 0,3° 5, 
KH,PO, 0.1%, MgSO, 0.1%, FeSO, 0,02°%, ZnSO, 002°. 

In den Versuchen mit ,,fertigen Pilzdecken’* wurde der Pilz auf 
zwei Lésungen kultiviert; in einer Lésung zum Wachsen mit Zucker- 
und Salzzusatz und dann in einer zweiten Lésung nur mit Zucker- 
gehalt, wo die Garung stattfand. 

Das Volumen der Lésungen betrug sowohl fiir die erste als auch 
fiir die zweite Liésung je 100 cem. Uberall werden die Analysen zweier 
paralleler Kulturversuche angefiihrt. Die Medien mit Kreidezusatz 
wurden taglich vorsichtig durchgeschiittelt. 


Erster Versuch. 


Kulturen auf gewechselten Lésungen, mit und ohne Kreide in der 
zweiten Lésung und mit verschiedenen Mengen von Salzen und Stickstoff 
in der ersten Lésung; Wachstum in der ersten Lésung 2 Tage; Garung in 
der zweiten Lésung 5 Tage. Versuchstemperatur 32 bis 34°. In diesem 
Versuch wurden, wie auch in allen anderen, folgende Bezeichnungen an- 
gewancdt : 

. a N icin’ 
0.3g¢ NH,NO, 3 0,1 g KH,PO, 
Ss 

0.1 g MgSO, 
0.02 ¢ FeSO, 
0,02 ¢ ZnSO, 

Ss , ‘ - 
oder bedeutet, daB die Menge von Stickstoff oder Salzen den an- 


5 


refiihrten Mengen gegeniiber fiinfmal verkleinert wurde usw. 
g geg 
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Schon bei fliichtiger Ubersicht der Tabelle I fallt der Zusammen- 
hang zwischen dem Gewicht der Pilzdecke und der Ausbeute an Glucon- 
siure ins Auge. Tatsachlich wurde die allerhéchste Ausbeute von 
Gluconsaure bei auBerordentlich schwach entwickeltem Pilz, der eine 
glatte, diinne, leicht reiBbare und mit schlecht entwickelten Sporen 
ganz bedeckte Decke aufwies, beobachtet. Diese Decke mit sehr 
kleinem Trockengewicht von 0,2 bis 0,5 g entwickelte sich auf Medien 
mit schwacher Salzkonzentration. 

Im ersten Versuche, wo die allmahliche Verminderung der Menge 
aller Salze und des Stickstoffs (siehe Nr. 5 und 5a) eine entsprechende 
Verminderung des Pilzgewichtes hervorrief, haben wir folgende inter- 
essante Erscheinungen beobachten kénnen: bei der Verminderung der 
normalen Salzkonzentration um 5-, 10- und 25mal tritt zuerst ein Sinken 
der Saurebildungsenergie und dann bei einem Nenner von 25 eine 
plétzliche Steigerung derselben ein. Dies kann man sowohl in Gegen- 
wart als auch in Abwesenheit von Kreide beobachten (vgl. Nr. 1, 2, 3 
und 6, 7, 8). 

Mit der Verminderung der Salzmengen geht eine geringere Citronen- 
siureausbeute und entsprechend héhere Ausbeute an Gluconsaure, sowohl 
dem absoluten Betrag nach, als auch in Prozenten des verbrauchten 
Zuckers zusammen. Dabei wird in Anwesenheit von Kreide die Garungs- 
energie, d. h. die Menge des verbrauchten Zuckers, schon beim Nenner 5 
so stark herabgesetzt, daB die absolute Saureausbeute gering ist (siehe 
Nr. 2, 3, 4). In Gegenwart von Kreide geht im Gegenteil in derselben 
Zeit das Vergaéren des Zuckers weiter (siehe Nr. 6, 7, 8), und die all- 
gemeine Saéureausbeute ist bedeutend héher. AuBer Glucon- und 
Citronensiure kommt hier Oxalsiure in geringen Mengen vor, aber 
auch ihr Gehalt fallt bei verminderter Salzkonzentration. In Nr. 8 
und 8a erhielten wir fast ausschlieBlich Gluconséiure. Somit kann 
man nach den Resultaten dieses Versuchs die Salzkonzentration von 
NS. wes i a aat 
95, im Gegenwart von Kreide als die giinstigste ansehen. 

Es ergab sich die Frage, ob man die Verminderung der Konzentration 
von Nahrsalzen nicht durch die Verminderung nur derjenigen Salze, 
die keinen Stickstoff enthalten, ersetzen kann, indem man dem Pilz 
normale Mengen von NH,NQO, belaéBt. Wie schon erwahnt, erhalt 

NS 


man bei = eine schwache Pilzdecke, mit welcher es schwer ist zu 
22 


arbeiten, ohne sie zu beschadigen, besonders wahrend des Lésungs- 


y 


wechsels und des Kreidezusatzes. Der Zusatz von ; sollte die Aktivitat 


des Pilzes erhéhen. 


gene wi ws an 
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Beim Vergleich von Nr. 4 und 5 im ersten Versuch sehen wir, di 
in Abwesenheit von Kreide dieser Arbeitsgang tatsichlich sowohl cd 
allyemeine Garungsenergie, als auch die Ausbeute an Gluconsaure erhé!} 

Die Ergebnisse eines Versuchs mit Anwendung normaler Konzentrat i: 
von Stickstoff in Gegenwart von Kreide sind zum Vergleich mit den Kultur 
ohne Kreide in Tabelle Il wiedergegeben. Hier wurde in Nr. 2 und 3 d 
Garung in Abwesenheit von Kreide durchgefiihrt, in Nr. 4 und 5 wurd 
die Kreide nur zur zweiten Losung und in Nr. 6 und 7 sowohl zur erst: 
als auch zur zweiten Loésung zugesetzt. 


Zweiter Versuch. 
Kulturen auf gewechselten Lésungen. Ein Vergleich der Versuch, 


; ; ce i = , os 
mit Stickstoff 1 und — bei einer Salzkonzentration von ss (in der erste: 
-0 pas) 

Lésung). Die Wirkung des Kreidezusatzes zur ersten und zweiten Lésun 
Versuchstemperatur 33°. 

In den Versuchen mit Kreide haben wir ein ganz anderes Bil« 
beobachtet: die stimulierende Wirkung von NH,NO, wird zuriick 
gedringt, und die Menge des vergorenen Zuckers ist bei 5. nur um 


weniges geringer als bei 1 (Nr. 4 und 5 des zweiten Versuchs), wahrend 


die Ausbeute an Gluconsadure im ersten Falle héher ist. Somit hat bei 


N.S 
Zusatz von Kreide zur zweiten Lésung die Kultur mit 5_ den Vorzug, 


mehr Glucon- und weniger Citronensaéure zu liefern. 

Bei Zusatz von Kreide zur ersten und zweiten Lésung, was iiber- 
haupt die Anhaéufung von Gluconsiure begiinstigt (siehe Nr. 6 und 7 
des zweiten Versuchs), kommt unerwartet eine hemmende Wirkung 
des Stickstoffs auf das primaire Wachstum des Pilzes zum Vorschein. 
Uberhaupt hemmt die Kreide, die ganz zu Anfang zugesetzt wurde, 
‘etwas die Sporenbildung; doch am starksten macht sich dies bei kom- 


binierter Wirkung von Kreide und NH,NO, in einer Menge von 
(siehe Nr.6) bemerkbar; dabei entwickelt sich der Pilz langsamer 


als bei — - Am Ende des Versuchs, d.h. nach 10 Tagen, gleicht sich der 


Unterschied in Gewicht und auBerem Aussehen aus. 

Aus dem Vergleich von Versuchen 1 und 2 ergibt sich, daB es 
vorteilhafter ist, in Anwesenheit von Kreide zu arbeiten, wie in Nr. 5, 
6 und 7 des zweiten Versuchs, da dabei die Ausbeute an Gluconsiéure 
100% des eingefiihrten Zuckers! iibertrifft, wahrend ohne Kreide der 
Prozentsatz der Gluconséure bedeutend niedriger ist. 


1 Theoretisch gibt die Saccharose 114,6°, vom Eigengewicht an 
Gluconsaure. 
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AuBerdem sind im zweiten Versuch Analysen der zweiten L6sung 
zu der in Nr. 6 und 7 Kreide zugesetzt war, durchgefiihrt worden. Di, 
Analysen haben gezeigt (siehe Tabelle), dais der Stickstoff in Gegenwar 
von Kreide sowohl die Entwicklung des Pilzes als auch die Energie ci 


Girung hemmt, und daher bieten die Versuche mit keinen Vorteil gege: 


l 


tiber den Versuchen mit = Somit zeigt der Zusatz einer bedeutend 

Menge von Stickstoff eine sehr vorteilhafte Wirkung auf die Entwicklu 

und Garung des Pilzes in Abwesenheit von Kreide und bleibt fast wirkung 

los in Anwesenheit derselben; er laBt in beiden Fallen eine Anhiéiufung vo 

Gluconséure in einer Menge von 60 bis 110°,, des verbrauchten Zucke: 
zu. Nach Molliard (10) und Bernhauer (12) paralysiert eine ziermlich by 

deutende Menge von Stickstoff diese Anhaufung von Gluconsaure v6lliy 
wenn auch in etwas anderen Verhaltnissen. So fiihrte Wolliard seine Ver 
suche zur Erforschung der Stickstoffwirkung in Abwesenheit von Kreici 
und ohne Lésungswechsel aus; in diesen Verhaltnissen wirkt sich das 
Vorherrschen des Stickstoffs im Laufe des ganzen Versuchs aus. Bi 
Bernhauer wurde die Wirkung des Stickstoffs auf die Saurebildung in 
Wechselkulturen mit Kreide folgendermaBen studiert: Die erste Lésung 
enthielt alle Salze in iiblichen Mengen, zur zweiten Lésung wurden Stick 
stoff und Kreide zugesetzt; die Kulturen ohne Stickstoffzusatz gaben 
eine gréBere Ausbeute von Gluconséiure als diejenigen mit Stickstoff in 
der zweiten Loésung. 

In unseren Versuchen mit Lésungswechsel kann man die direkte 
Wirkung des Stickstoffiiberschusses nur in der ersten Lésung beob- 
achten; aus den Analysenzahlen sehen wir, daB ein erhéhter Gehalt 
von NH,NO, nicht die Richtung der Garung verandert, sondern nur 
ihre Energie herabsetzt; die Gluconséure hauft sich in einer Menge 
bis zu 100% des verbrauchten Zuckers an. 

Der dritte Versuch hatte den Zweck, zwei Fragen aufzukliren: 
1. ob man nicht eine gréBere Menge des Zuckers vergaren lassen und 
folglich eine gréBere absolute Ausbeute an Gluconséure erzielen kann 
durch Verlangerung der Gardauer in der zweiten Lésung in Verhalt- 
nissen, die nach den Resultaten der vorhergehenden Versuche am 
giinstigsten befunden worden sind, und 2., ob es nicht mdéglich ware, 
den hohen Prozentsatz der Gluconsiureausbeute im Verhaltnis zum 
verbrauchten Zucker beizubehalten, und doch den Wechsel der Lésung 
zu unterlassen, da die Analysen gezeigt haben, daB bei Kreidezusatz 
sich in beiden Lésungen eine gleiche Anhaufung fast reiner Glucon- 
siure vollzieht. 

Dritter Versuch. 

Verlangerung der Gardauer mit und ohne Wechsel der Losung, Kultur 
mit Kreide. Versuchstemperatur 33°. 

Aus dem Vergleich von Nr. 1 und 2 des dritten Versuchs sehen 
wir, da} die Verlangerung der Kulturdauer in der zweiten Lésung die 
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348 Ik. Kardo-Syssojeva: 


Anhaufung von Gluconsdure in keiner Weise beeintrachtigt hat. Di 
tesultate der fiinf- und zwélftagigen Kultur kénnen als gleich an 
geschen werden. Dasselbe gilt auch fiir Kulturen mit Kreide i: 
beiden Lésungen: in Nr. 5 des dritten Versuchs gab der Pilz i 
8 Tagen weniger Gluconsiure als entsprechend in Nr. 7 des zweite: 
Versuchs in 5 Tagen. Dieses Ergebnis ist fiir eine endgiiltige Schlut 
folgerung noch ungeniigend und soll durch weitere Versuche bestatigt 
werden. 


Was die Verlangerung der Gardauer in einer L6sung mit Kreide betriftt 
so ist sie, nach den Ergebnissen von Nr. 3 des dritten Versuchs zu urteilen, 
nicht rationell. Der Prozentgehalt an Gluconsiéiure in der Lésung erwies 
sich am 13. Tage nach der Aussaat als gering (75 bis 77°,), und iiberhaupt 
ging die Entwicklung des Pilzes unter diesen Umstanden sehr schwach vor 
sich. Ein entsprechender Versuch mit kleinen Stickstoffmengen (Nr. 4 des 
dritten Versuchs) schlug fehl, da sich auf dem Mycelium des Pilzes am 
10. bis 12. Tage Bakterien entwickelten und die Untersuchungen nicht 
durchgefiihrt werden konnten. AuBerdem unterliegt der Pilz in Abwesenheit 
von Salzen bei langem Stehen wohl einer Autolyse (da die gegebenen Salz 
vom Pilz selbstredend in den ersten Tagen ausgenutzt werden) und bleibt 
in seiner Entwicklung zuriick. Daher sind im nachsten, vierten, Versuch in 
ungewechselten Lésungen folgende VorsichtsmaBnahmen getroffen worden 
(Nr. 4 und 5 des vierten Versuchs). 


1. Die Kreide ist zur Lésung nach der Bildung der Pilzdecke 
zugesetzt worden. 2. Wahrend der Garung wurden zur Lésung perio- 


y 


N.S 
disch Salze in einer Menge von 5_  zugesetzt. 


-~' 


Vierter Versuch. 
Kultur auf gewechselten Lésungen. Gérung von verschiedener Zeit- 
dauer (Nr. 2, 2a, 3, 3a) mit Kreide. 
Dauergirung ohne Lésungswechsel, mit Kreide, die nach der Bildung 
der Pilzdecke zugesetzt worden ist, und mit Salzzusatz nach bestimmten 
Zeitabschnitten (Nr. 4, 4a, 5, 5a). Die Salze wurden in derselben Menge, 


> Ss - -* . 
wie am Anfang, d.h. , auf je 100 cem Medium zugesetzt. 


25 
Das negative Resultat des vierten Versuchs kann durch eine 
Temperatursteigerung bis 37°, die fiir die Gluconsdiurebildung ungiinstig 
ist, erklirt werden; daher diente ein weiterer fiinfter Versuch als Wieder- 
holung des vierten, doch bei niedriger Temperatur von 29 bis 30°. 


Fiinfter Versuch. 


Eine Wiederholung des vierten Versuchs bei 29 bis 30°. Scheinbar ist 
diese Temperatur fiir die Anhéiufung von Gluconséure giinstiger als eine 
Temperatur von 33 bis 35° bei welcher alle vorhergehenden Versuche 
durchgefiihrt worden sind. 
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350 IE. Kardo-Syssojeva : 


Bei Verlangerung der Versuchsdauer (bei Lésungswechsel) bis ; 
11 Tagen mit Kreide in der zweiten Lésung erhalten wir den maximal 
Wert der Gluconséurebildung (Nr. 3 des fiinften Versuchs) 13,8 g, w: 
69,1°, des gegebenen Zuckers betragé. 


Zum SchluB halten wir es fiir nétig zu bemerken, daB die vo 
liegende Arbeit mit eimem Stamm von Aspergillus niger dure} 
gefiihrt wurde, welcher unter anderen Verhaltnissen bis zu 60 °,, Citrone: 
siure des verbrauchten Zuckers bildet. Zur Kontrolle wurden einig: 
Kolben, in denen der Pilz Citronensaiure bildete, aufgestellt (Nr. | 
und la in den Versuchen 1, 2, 3 und 4). 


Schlubfolgerungen. 


1. Bei Verminderung der normalen Konzentration der Nahrsalz 
mischung auf '/;, 1/19, '/y5, wird erst ein Fallen der allgemeinen Gai 
energie und bei 25-facher Verdiinnung wieder eine Steigerung beob 
achtet. 

2. Die Verdiinnung der Salzmischung auf !/,; ist zur Anhaufung 
von Gluconsiure am giinstigsten, wobei der verbrauchte Zucker fast 
vollstandig zu Gluconsaure verarbeitet wird. 


3. Der Zusatz von Kreide férdert die Bildung von Gluconsaure 


4. Der EinfluB des Uberschusses von stickstoffhaltigen Salzen in 
der Nahrlésung hingt von der Reaktion des Mediums ab: im sauren 
Medium stimuliert eine gréBere Menge von Stickstoff die Anhaufung 
von Gluconsiure, doch hemmt sie in Anwesenheit von CaCO, dic 
Garenergie und die Entwicklung des Myceliums, besonders in der 
Periode des Pilzwachstums. 


5. Die Kultivierung des Pilzes auf ungewechselten Lésungen 
gibt schlechtere Resultate als auf gewechselten. Zur Erreichung 
einer vollen Verwandlung des Zuckers in Gluconséure auf unge- 
wechselten Lésungen ist die Ausarbeitung einer speziellen Methodik 
erforderlich. 

6. Bei der Temperatur von 33 bis 35° sind folgende Zeitdauern 
vollkommen geniigend: 3 Tage fiir die Entwicklung des Pilzes in der 
ersten Lésung und 5 Tage in der zweiten; diese Fristen ergeben eine 
bedeutende Ausbeute an Gluconsaiure. Die Herabsetzung der Tempe- 
ratur scheint den ProzeB zu_begiinstigen. 

7. Bei der Kultur der fertigen Pilzdecke, die in einer 25fach ver- 
diinnten Lésung von Niahrsalzen gewachsen war, erzielt man eine 
Anhiufung von etwa 100°, Gluconsiure vom verbrauchten Zucker odet 


50°, vom gegebenen. 
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Uber die Kinetik der Akkumulation der organischen Substanz 
in aus zwei Hefearten bestehenden Kulturen. 


Von 
G. F. Gause. 
(Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Moskau.) 
(Eingegangen am 15, September 1933.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die Kinetik der Akkumulation der organischen Substanz_ in 
einer reinen Kultur einer bestimmten Hefeart wurde von zahl- 
reichen Autoren untersucht!. Infolgedessen kann dieser ProzeB gegen- 
wartig mit Hilfe bestimmter Gleichungen ausgedriickt werden. Was 
jedoch die Behandlung der Kinetik der Akkumulation der organischen 
Substanz in einer aus zwei Arten bestehenden gemischten Kultur 
anbetrifft, so haben wir hieriiber fast gar keine Daten. Gleichzeitig 
stoBen wir hier auf neue und sehr eigenartige Bedingungen, deren 
Untersuchung groBes Interesse in theoretischer und praktischer Hinsicht 
bietet. 

Zur theoretischen Analyse der Kinetik der Veranderungen, welche 
das uns interessierende biologische System erleidet, wurden simultane 
Differentialgleichungen vorgeschlagen, die unter entsprechenden  Be- 
dingungen auch auf dem Gebiete der physikalischen Chemie Anwendung 
finden®. So kénnen wir, wenn die relative Geschwindigkeit der Akku- 


LdN . ” 
N at ©ime sich linear 
verringernde Funktion der bereits aufgespeicherten Biomasse (N)_ ist. 
schreiben?®: 


mulation der Biomasse durch die erste Komponente 


= (b —ANYN. 

1 1’. Carlson, diese Zeitschr. 57, 313, 1913; O. Richards, Ann. Bot. 42. 
271, 1928; G. Gause, Quart. Rev. Biol. 7, 27, 1932; A. Klem, Hvalradets 
Skrifter 7, 55, 1933. 

2 A. Lotka, J. Phys. Chem. 14, 271, 1910; J. Amer. Chem. Soc. 52. 
1595, 1920. 

3 VY. Volterra, Mem. Acad. Lincei Ser. 6, 2, 1926. 
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Akkumulation der organischen Substanz in Hefekulturen. $53 


Dann werden wir in einer aus zwei Hefearten bestehenden Kultur 


haben?: 


AN 
rT) [b, — 4, (hy Ny + ha Na) Ny | 

(1) 
dN, ; —— 
po [by — Ay (hy Ny + ho N12 | 


Wie vom Verfasser ? vermerkt wurde, kann das in eine bequemere Form 
reduziert werden: 


aN yy Av (Ny + «N4) 
dt hk, (2 
dN.) y K2x—(Va t+ 8) | . 
dt ails Ky 


wo N,, N, die Biomasse im gegebenen Moment, A,. A, die Grenzwerte der 


Biomasse einzeln wachsender Arten und 6,, 6,, x, /? die Konstanten sind. 


In dieser Arbeit wird gezeigt, daB bei Untersuchung der Akku- 
mulation der organischen Substanz in einer aus zwei Hefearten be- 
stehenden Kultur die auf Grund experimenteller Daten tiber die Akku- 
mulation der Biomasse nach der Kinetikgleichung (2) berechneten 
Koeffizienten x und # vollstandig mit den entsprechenden Koeffizienten 
der Produktion des Athylalkohols, die auf ganz unabhingigem Wege 
gefunden wurden, iibereinstimmen. Somit wird die Anwendbarkeit 
der Gleichung (2) fiir Kulturen der Hefezellen bewiesen. 


Die Experimente wurden mit zwei Hefearten, Saccharomyces cere- 
visiae (,,.Rasse 12°‘) und Schizosaccharomyces kefir, die unter sterilen 
Bedingungen einzeln und zusammen wachsen, in 10 cem Néahrboden 
ausgefiihrt®. Bei der Kultivierung der Hefe in Erlenmeyer-Kolben bei 
28°C erhielten wir die in Abb. | zusammengefabten Daten (als Mittel 
von 84 gesonderten Experimenten). Die Berechnung der theoretischen 
Kurven geschah nach den Gleichungen der Kinetik mit den empirischen 
Koeffizienten x 1,25, B 0.850. Ein das Wachstum einschrankender 
Faktor in unseren Bedingungen ist, wie spezielle Experimente gezeigt 
haben®, die Akkumulation des Athylalkohols (beide Arten rufen eine 
alkoholische Garung hervor), und die Koeffizienten « und /} kénnen daher 
ganz unabhingig ausgehend von der auf die Einheit der Biomasse bei 
beiden Arten entfallenden Alkoholproduktion (die pyknometrisch bestimmt 
wurde) berechnet werden. Bei Saccharomyces betragt die Alkoholproduktion 
pro Einheit der Masse 0,207°., bei Schizosaccharomyces dagegen 0,258 ° , 
(Tabelle 1). Nach diesen Daten wird der Wirkungsgrad der zweiten Art 


0,258 ; ee ‘ 
auf die erste «’ 0.207 1,25 sein, derjenige der ersten Art auf die zweite 
Aly 
» 0,207 a ae — 
dagegen [| O80. Die Ubereinstimmung dieser Woeftizienten 


0,258 
mit den von uns friiher nach der Gleichung der Kinetik gefundenen zeigt, 


1 VY. Volterra. Mem. Acad. Lincei Ser. 6, 2, 1926. 

2G, Gause, Brit. J. Exp. Biol. 9, 389, 1982. 

3 Die Technik der Experimente siehe bei Gause, Brit. J. Exp. Biol. 9 
389, 1932. 
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daB fiir die Akkumulation der organischen Substanz in einer gemischten 
Kultur von zwei Hefearten die Gleichung (2), die bisher ein rein theoreti 
scher Ausdruck war, tatsachlich erfiillt wird?. 













N= 98 
10 Aw98 
we N=689 
| 7 | o-oo 
we 8} Plies 6 Ye | 
B / ° 7 
RE . ~~ os . 
bs $¥} / 
S y| se fo = 
§ || z) | 
2) Saccharomyces © Schizosaccharomyces 
| | 
“0 2 XW 0 SO 0 2 30 0 SO 
Stunden 
Abb. 1. 
Kurven der Akkumulation der organischen Substanz bei einzeln- (-—-—- ) und zusammen- 
wachsenden (————) Hefearten. Die ununterbrochenen Kurven sind nach der Kinetik- 


gleichung (2) berechvet. Volumen der Hefe ist nach der Zentrifugierungsmethode bestimmt 
und in Teilungen des Myzetokrits ausgedriickt. 


Tabelle I. 
Alkoholproduktion bei Saccharomyces cerevisiae und Schizo- 
saccharomyces kefir. 





Saccharomyces Schizosaccharomyces 
aa | Alkohol ee ner ig 
. _ Alkohol pro Einheit , , Alkohol pro Einheit 
Std. in Gewichts- ger Biomasse Std. in Gewichts- ger Biomasse 
prozenten ‘ . prozenten e 
15,5 1,23 0,167 19 1,28 0.267 
19 1,97 0,225 32 1,89 0,278 
19 2,95 0,211 15,5 0,81 0.176 
24,5 1,93 0,225 34 1,78 0,291 
= 34 1,86 0,305 
0,2 a ee ee 
1207 53,5 1156 0.231 
0,258 


1 Bei Kultivierung der Hefe ohne Sauerstoffzutritt kompliziert sich 
die Frage durch den EinfluB einiger anderer Gaérungsprodukte, wie das von 
uns friiher gezeigt wurde (Brit. J. Exp. Biol. 9, 389, 1932). 





Al 


He 
pel 
aul 
Ph 
Pte 
die 

ore 


Sal 


az 





hten 
reti 


men- 
etik- 
immit 


ZO- 


eit 
sse 


sich 
von 





Eine potentiometrische Methode 
zur Bestimmung eines Antikérper-Hapten-Gleichgewichts. 


Vi mn 


H. Erlenmeyer, E. Berger und M. Leo. 


Aus der Anstalt fiir anorganische Chemie und dem Hygienischen Institut 
der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 16. September 1933.) 


Die Reaktion zwischen Antiserum und Hapten, wie sie von Land- 
steiner in der Hemmungsreaktion ausgebildet worden ist, erméglicht 
es noch nicht, st6échiometrische Beziehungen zwischen gebundenem 
Hapten und Antikérper herzustellen, um auf diesem Wege einen Anhalts- 
punkt fiir die Konzentration eines Antikérpers in einem Antiserum 
zu gewinnen. 

In direkter Weise ist das Gleichgewicht zwischen Antikérper und 
Hapten jedoch von J. Marrack und F.C. Smith’ mit Hilfe einer Kom- 
pensationsdialyse gemessen worden. J. Marrack und F.C. Smith bestimmten 
auf diesem Wege die Menge von Tyrosin-azo-p-phenylarsinsaéure bzw. von 
Phenol-azo-p-phenylarsinsaure, die Antiseren gegen p-Phenylarsinsaure-azo- 
Pferdeserum zu binden vermégen. fF’. Haurowitz und Ff. breine® bestatigten 
diese Angaben unter Verwendung einer einfacheren experimentellen An- 
ordnung, ebenfalls unter Benutzung eines Antiserums gegen p-Phenylarsin- 
siure-azo-Pferdeserum, wihrend als Hapten reines Atoxyl benutzt wurde. 

Wir gingen in unseren Versuchen von folgenden Uberlegungen aus. 
Nach den Beobachtungen von Haurowitz und Breine* bindet ein 
Atoxylantiserum# geprift mit der Hemmungsreaktion wohl 
Atoxyl, das Derivat der Saure H,As’ O,, aber nicht die durch Reduktion 
aus dem Atoxyl zu erhaltende Saiure H,NC,H,As!'"!(OH),, ein Derivat 
der Saure HAs!'!'O,. Aus einer Lésung der beiden Verbindungen sollte 
demnach durch eingebrachtes Atoxylantiserum nur Atoxyl in einer 
bestimmten Menge gebunden werden. Das Verhaltnis der Konzentra- 


! Brit. J. of Exp. Pathol. 18, 394, 1932. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 111, 1933. 

3 Ebenda 214, 112, 1933. 

4 Hierunter soll stets das durch Immunisieren mit p-Phenylarsinsaure- 
azo-Proteinen erhaltene Antiserum verstanden werden. 
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H,N .C,H,. AsY 0, H, 


H,N.C,H,. As"O,H, 


durch die Wirkung eines Atoxylantiserums eine Verschiebung erfahren 


tionen der beiden Verbindungen wird = als: 


indem die Konzentration des freien Atoxyls in der Lésung sinkt. 
Nun war es bekannt, daB die beiden Saiuren H, As‘ O, und HAs!!! 
ein Redoxsystem bilden'!, so daB zu erwarten war, daB auch die Derivat: 
H,N.C,H,. As’ O,H, 
H,N.C,H,.As!'O, Hy 
Erwartung bestitigen, indem wir fanden, dais in Gegenwart kleine: 
H,N.C,H,- As’ O, Hg 
H,N.C,H,. As"'O,H, 
Platinelektrode ein konzentrationsabhangiges Potential erteilt. — Ist 
in der Gleichung fiir das Redoxsystem bei 30°C und unveranderte: 
0,60 Or 
Wasserstoffionenkonzentration E = Sp. + Ey die Konzentration 
der reduzierten Stufe [Re] bekannt, so kann aus dem Potential FE dic 
Konzentration der oxydierten Stufe [Ox] ermittelt: werden. 


ein Redoxsystem bilden. Wir konnten dies: 


Mengen von Kaliumjodid das System eine! 


Da zu erwarten war, daB das Atoxylantiserum nur die Konzentration 
der oxydierten Stufe (H,N.C,H,. AsO,H,) andern wird und die Kon- 
zentration der reduzierten Stufe (H,N.C,H,.AsO,H,) konstant laBt, 
so entsprach eine Potentialanderung nach Zusatz des Antikérpers 
theoretisch der Anderung, die die Konzentration der oxydierten Stufe 
in der Lésung durch die Wirkung des Antiserums erfahren hat. Mit 
anderen Worten, durch Zusatz einer bekannten Menge der reduzierten 
Stufe (H,N .C,H,.AsO,H,) in eine Atoxyllésung laBt sich die Kon- 
zentrationsinderung und dadurch die Bindung des Atoxyls durch 
das Antiserum potentiometrisch bestimmen. 

Was die praktische Ausfiihrung der Versuche anbelangt, so fanden 
wir die Voraussetzung fiir eine solche Messungsreihe, daB die Potential- 
messung auch in Gegenwart eines Serums ausgefiihrt werden kann, 
bestatigt. Die Messungen miissen im sauren Gebiet ausgefiihrt werden, 
da nur dort die Potentialeinstellung iiber das J’, /’-Gleichgewicht sich 
schnell genug vollzieht. Mit Hilfe der Hemmungsreaktion lieB sich 
feststellen, daB in diesem Gebiet noch eine spezifische Bindung der 
Atoxylsiure durch das Atoxylantiserum erfolgt®. Die Wasserstoff- 
ionenkonzentration war nie so stark, daB es zu einer stérenden Aus- 
flockung des EiweiBes gekommen wire. 


! F. Foerster, Zeitschr. f. Elektrochem. 33, 176, 1927. 
? Uber den Einflu8 des py auf die Absaittigungsreaktionen der Anti- 
kérper siehe L. Michaelis u. Davidsohn, diese Zeitschr. 47, 59, 1912. 


De Kruif und Northrop fanden keine Unterschiede zwischen py 3,7 und 9,0, 


»r 


J. gen. Physiol. 5, 127, 1922. 
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Als Elektrode diente uns ein Platinblech. Die Potentiale, die sich an 
demselben einstellten, werden vermutlich bei der gewahiten !H'}] noch 
nicht den theoretischen Werten des reversiblen Redoxsyvstems entsprechen. 
Die Potentiale waren, wenn die Elektrode keine Zwischenbehandlung 
(Gliihen, lingeres Liegen) erfuhr, auf 1 Millivolt reproduzierbar zu 
erhalten!. Alle vergleichenden Messungen wurden aus diesem Grunde an 
demselben Tage ausgefiihrt. 

Die benutzten Ausgangsl6sungen enthielten im Liter die oxydierte 
Stufe: m/15 KH,PO,, 1 Millimol K J, 10 Millimol H,N .C,Hy. AsY O, Hy; 
die reduzierte Stufe: m/15 KH,PO,, 1 Millimol K J, 10 Millimol H,N 
.C,H,AsULO,H,. Die Konzentrationen an AsY und As!ll wurden bisher 
noch nicht durch eine gravimetrische Kontrolle gepriift. Wir erhielten 
tolgende Potentialwerte fiir Lésungen mit 10 Millimol Arsen im Liter. 


Tabelle I. 





CAs* 
Cas 10:1 5:1 1:1 1:5 1:10 
AS 
EMk. 143 140 110 76 67 
Eo 703 700 670 636 627 


Die Potentiale lassen sich nicht ohne weiteres mit den theoretischen 
Werten vergleichen, da, wie erwahnt, die absoluten Konzentrationen 
an As’ und As!!! noch nicht gravimetrisch kontrolliert: wurden, und 
auch das pu der Lésungen nicht vollstandig konstant war (py 3,6 bis 4.8), 
da H,N .C,H,As‘O,H, eine viel stirkere Saiure ist als H,N . C,H, 
. AsO,H,. Wir werden in einer spiteren Arbeit das System ausfthrlich 
untersuchen. Es geniigt uns, fiir unsere Fragestellung ein vom NKon- 
H,N.C,H,. As’ O,H, 
H,N .C,,H,. As! O, Hy 


zentrationsverhaltnis abhangiges Potential fest- 


zustellen. 
Diese Abhangigkeit besteht auch noch fiir die Konzentration von 
0,1 Millimol Arsen im Liter, wie folgende Tabelle* zeigt. 


Tabelle Il. 





CAs‘ 
5:1 a33 1:5 

oe. As!!! 
hMK. 212 198 185 
£ 772 755 745 


' Gemessen wurde nach der Kompensationsmethode mit einer Kalomel 
normalelektrode und mit dem Potentiometer der Firma Hartmann und 
Brawn. 

2 Die Anderung des Potentials mit der absoluten Konzentration an 
As beweist die Anderung des Aktivitatsverhaltnisses AsY Asl!!l; siehe 
Michaelis, Oxydations-Reduktionspotentiale, 8.36. Springer, 1929. 
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Unsere ersten, vergleichenden Messungen begannen wir im Kon 
zentrationsbereich von 10 Millimol Arsen im Liter. Wir priiften das Potentia! 
von drei Lésungen, je 25 cem, mit den gleichen Konzentrationen von As‘ 


und Aslll!,) Zur Lésung | fiigten wir noch 1] cem Wasser, zur Lésung 2 


fiigten wir | cem normales Kaninchenserum, und zur Lésung 3 gaben wit 
» 


leem Atoxylantiserum. Die Potentiale von Lésung | und 2 erwiesen 
sich auf ein Millivolt genau gleich. Das Potential von Lésung 3 lag 2 Millivolt 
tiefer. 

Wir entnahmen aus diesem Befund einmal, da} die geringen 
Mengen der Arsenverbindungen, die normales Kaninchenserum bindet 
bei dieser Konzentration keinen EinfluB auf das Potential haben, und 
zweitens, daB die vom Antiserum gebundene Menge zu klein ist, um 
in diesem Konzentrationsbereich deutlicher (2 Millivolt bei ] Millivolt 
Genauigkeit) auf das Potential zu wirken. Wir gingen daher zu Lésungen 
mit der Konzentration von 0,1 Millimol Arsen im Liter iiber. In gleicher 
Weise wurden drei Lésungen untersucht, nur daB zur Lésung 2: 0,5 ccm 
Serum + 0,5ccem H,O und zur Lésung 3 entsprechend 0,5 ccm Anti- 
serum und 0,5 ccm H,O zugefiigt wurden. 

Wir erhielten folgende Werte: 





Lisung: 1 2 3 
EhMk. 199 188 188 
& 759 748 #+| #748 


Hier zeigte sich, daB die hundertfach geringeren Mengen an Arsen- 
verbindungen schon von normalem Kaninchenserum gebunden werden, 
so daB es nur zu einem Unterschied zwischen Lésung 1 und 2 (11 Milli- 
volt) und zu keinem Unterschied zwischen Lésung 2 und 3 kommt. 
Wir gingen dann zu Konzentrationen von | Millimol Arsen im Liter 
tiber und fanden: 





_ 
to 
a“ 


Lésung: 


143 142 
703 702 


or 


EMK. 


£9 1 


~Te 
or 


Auch hier ist noch die Gesamtmenge an Arsenverbindungen zu klein, 
so daB normales Serum und Antiserum sich fast nicht unterscheiden. 

Wir fanden dann schlieBlich in der Konzentration von 5 Millimol 
Arsen im Liter eine Lésung, in der unter den gewiahlten Versuchs- 
bedingungen die Konzentration der Arsenverbindungen zur Menge 
der angewandten Seren in einem richtigen Verhaltnis zu stehen 
scheint. Wir erhielten folgende Werte: 


1 Wir wahlten dieses Verhaltnis, weil, wie Tabelle I zeigt, das System 
bei geringen AsY-Konzentrationen wenig empfindlich ist. 
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Lisung: 


EeMKk. 


&9 


Hier ist die Differenz 


1 2 } 
123 119 109 
683 679 669 


zwischen Lésung 1 und 2 auf 4 Millivolt 


reduziert, waihrend sich die staérkerbindende Wirkung des Antiserums 
gegeniiber dem Normalserum in einer Anderung von 10 Millivolt aus- 
driickt. Wir konnten in mehreren Messungen das Resultat bestatigen. 

Wir wollen hier noch nicht an eine quantitative Auswertung des 
Effektes gehen, sondern nur die Methode als solche bekanntgeben. 


Wir hoffen Gelegenheit zu 


haben, die Empfindlichkeit und auch die 


absolute Genauigkeit sowohl des Redoxsystems allein als auch bei 


seiner Anwendung auf die 


Hapten-Antikérperreaktion zu verbessern, 


um auf diesem Wege eine einfache Methode zu erhalten, die es erlaubt, 
den Gehalt eines Atoxylantiserums an Atoxylantikérper zu bestimmen. 








Die Steigerung der Hefegiirung 
durch Harn von Gesunden und Kranken. IX. 


Von 
Heinrich Zeller. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik Tiibingen.) 


(Eingegangen am 20. September 1955.) 


In einer friiheren Arbeit (VI. Mitteilung) habe ich auf die auBer 
ordentlich hohe Steigerung der Hefegérung durch Urin hingewiesen 
Zur Klarung der Frage iiber das Verhalten verschiedener Urine aut 
die Hefegarung wurde der Urin von Jugendlichen und Erwachsenen, 
Gesunden und Kranken untersucht, auch der Urin von Tieren. Die 
Methodik war die bisher gebraéuchliche; ein genau gleichmaBiges Ver- 
teilen der Hefe ist nur bei beginnender Gérung méglich, sichere Er- 
gebnisse sind nur mit gréBeren Mengen von Girfliissigkeit mdglich, 
besonders da die Wirkung der Trieb- und Garkraft sich am schénsten 
in l- bis 1,5°%iger Hefelésung erweist. Die Steigerung der Trieb- 
kraft wirkt sich bei etwa 20° nur in den ersten 30 bis 90 Minuten 
aus und hért dann auf: nur bei ganz hohen Steigerungen halt 
sie unter stufenweisem Zuriickgehen noch linger an. Die Géarung 
in reiner Zuckerlésung geht stundenlang gleichmaBig weiter, auch bei 
Girungssteigerung: es findet keine Vermehrung der Hefezellen statt, 
eher eine Verminderung, da die nicht lebensfahigen sich absetzen. 
Kin Riickgang der Garsteigerung tritt ein, wenn der Zucker zum groBen 
Teil vergoren ist. Bei der Untersuchung der Urine stellte sich heraus, 
daB bei manchen eine voriibergehende Hemmung der Girtatigkeit 
eintritt, wobei sich ein Teil der Hefezellen zusammenballt und zu 
Boden sinkt. Ich fiihre dies auf eine toxische Wirkung zuriick, die 
manche Fieberurine besitzen, und verfolge dies weiter. 

Mit der garungssteigernden Wirkung des Urins hat sich zuerst Gigon 
befaBt, der mir persénlich mitteilte, daB er diese Untersuchung nicht weiter 
verfolgt. Jetzt hat auch Kuler den Urin in den Kreis seiner Untersuchungen 
iiber den Faktor Z bzw. Faktoren Z 1 und Z 2 gezogen: er findet die Wirkung 
von Hefekochsaft und Urin beinahe gleich (4: 3.3) und meint, es handelt 
sich hier um dieselbe oder eine ahnliche Substanz. Ich habe schon friiher 
nachgewiesen, daB auBer dem Urin, dem Ammoniumphosphat und Ammo- 
niumformiat nur der Eulersche Faktor Z ahnlich hohe Steigerungen der 
Gartatigkeit hervorbringt. Da es aber auch Substanzen gibt, die nur die 
Triebkraft der Hefe steigern, d.h. die Zeit (Induktion) abkiirzen. die die 
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Hefe braucht, bis sie im Gang ist und das Maximum leistet. und da es 
Substanzen gibt. die nur die Garkratt der Hefe steigern (nach Erreichunyg 
des Maximums), und es auBberdem Substanzen gibt, die beides fertigbringen, 
so ist es nétig, schart zwischen der Trieb- und der Garkratt zu unterscheiden. 
Substanzen, die die Garkraft steigern, sind solche, die stundenlang nach 
Kintritt des Gaérmaximums die Hefe proportional zu gréBeren, gleich 
maBigen Leistungen anregen: Substanzen, die die Triebkraft steigern, 
sind solehe, die die Zeit bis zum Eintritt des Garmaximums verkiirzen, 
was sich in einer vermehrten Kohlensaureproduktion im Verhaltnis zur 
Kontrolle auBert. Die gréBte Verhaltniszahl der gleichzeitig erzeugten 
Hete —- Zusatzen 
Kohlensaiuremenge von = ; nenne ich Faktor 7. Die grébte 
Kontrollhefe 
Verhaltniszahl der gleichzeitig dauernd erzeugten Kohlensaiuremenge 
Hefe + Zusatzen 
nach Eintritt des Garmaximums von = : nenne ich Faktor G. 
Kontrollhete 

Ohne sich vorerst tiber die angewandte Substanz zu dubern, sagt Faktor G, 
wievielmal die Substanz die Garkraft dauernd steigert, und der Faktor 7, 
wievielmal die Substanz die Triebkraft einmalig maximal steigert.  Er- 
wahnen moédchte ich, da®B Hartelius den Wuchsstoff im Harn untersucht 
hat: er fand ihn, unabhangig von Alter, Geschlecht, Graviditat, pro Stunde 
nicht konstant. Er nimmt an, daB er aus der Nahrung stammt. 


Die Versuche wurden in gleicher Weise wie friiher angestellt. 
Es wurde mit 21 Flaschen gearbeitet, je drei Serien zu 7 Flaschen, 
wovon stets je die erste Flasche die Kontrolle war. Da drei Kontrollen 
vorhanden waren, lieBen sich die Versuche mit groBer Genauigkeit 
durchfiihren. Abgelesen wurde meist, sobald die Kontrolle 40 oder 
50 cem CO, zeigte; nur zu Beginn muBte eher abgelesen werden, da 
die Triebkraft in den Versuchsflaschen gréBere Mengen Gas entwickelte. 
In den hier mitgeteilten Kontrollreihen werden die Ergebnisse mit- 
geteilt, die sich meist im Abstande von 1 Stunde zeigen. 


Versuch am 8. Juni 1930. 
Nachturin vom Erwachsenen. 
250 ¢ Hefe, 750 g Zucker, 17 Liter Wasser. Temperatur 22°. Beginn 9 Uhr 
30 Minuten; zu den Flaschen Nr. 2 bis 7 kommen je 10, 20, 30, 40, 50, 
60 cem Nachturin. 





Kontrolle 10 cem 20 cem 30 cem 40 com D0 cem 60 cem 

11h a esce ace 20 33 35 33 35 59 40 
. ae 40 S1 80 83 93 115 108 
m . res" 40) 68 69 71 76 s1 SO 
a mana 40 73 73 71 74 80 3 

me -.. a, Sil 40 5: 56 57 60 79 SS 


Die Triebkraft der Hefe wird durch den Nachturin bis um = 150 
gesteigert, die Garkraft bis um 100°. Zu Beginn steigern auch die niederen 
Dosen ziemlich hoch, nehmen aber im Laufe der Garung ab. 


Faktor 7 2.9; Faktor @ £3. 
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Vormittagsurin vom Erwachsenen. 


Beginn 4 Uhr nachmittags, zu den Flaschen Nr. 9 bis 14 kommen je 10, 26 
30, 40, 50, 60 cem Vormittagsurin. 





Kontrolle 10 eem 20 ecm 30 cem 40 cem 50 ecm 60 eem 
he ee 20 35 35 38 38 45 40 
i 22 eee 20 40 45 49 50 50 48 
ee eres Se 40 65 68 68 69 76 75 
_ ee 40 60 66 65 70 75 78 
re 40 46 50 49 64 68 71 


Die Triebkraft der Hefe wird wie oben bis um 150°, gesteigert, di: 
Girkraft nur auf kurze Zeit bis um 90°,, sie nimmt dann ab, wahrend ober 
sie bei den héheren Dosen zunimmt. 


Faktor 7 2.5; Faktor G 1.8. 


Nachmittagsurin vom Erwachsenen. 


Beginn 4 Uhr nachmittags, zu den Flaschen Nr. 16 bis 21 kommen je 10, 20, 
30, 40, 50, 60 cem Nachmittagsurin. 





Kontrolle | 10cem = 2W2Weem = 30cem | 40eem  S50cem = 60ceem 
in 3 ek i 20 32. | «3 38 49 45 41 
ee 20 41 | 40 50 55 57 58 
eee he 40 67 70 81 82 88 91 
ee oe ee 40 65 68 70 76 84 83 
6 40k oe 40 49 52 59 63 80 79 


Die Trieb- und Garkraft verhalten sich ahnlich wie beim Nachturin. 
Bei der Durchsicht von vielen anderen ahnlichen Versuchen ergibt sich, 
daB der Nachturin in den meisten Fallen am héchsten steigert, der Vor- 
mittagsurin kann bis auf 50°, der Garhéhe fallen, der Nachmittagsurin 
erreicht meist wieder die Héhe des Nachturins. 


Faktor 7 2,9; Faktor G 2,1. 


Versuche mit Krankenurinen. 
Versuch am 21. Juni 1928. 
Urinvon Mann mit akutem Gelenkrheumatismus, Fieber bis 40°. 


Flasche Nr. 2 bis 7: 3, 6, 12, 25, 50, 90 cem Nachturin. Beginn 8 Uhr 30 Mi- 
nuten, Temperatur 20°. 





Kontrolle 8ecm 6eem 12 ecm 25 ecm | 50 cen 90 ecem 
Paar 10 28 30 39 46 50 32 
Be, gn, bg deck 20 64 65 71 79 95 72 
oleae 20 60 64 70 71 75 72 
es es 2 20 58 60 65 62 72 74 
By, es hase are 20 55 58 60 60 66 69 


Die Triebkraft der Hefe wird um das Vier- bis Fiinffache gesteigert, 
die Girkraft um das Drei- bis Vierfache bei Polyarthritis rheum. acuta. 


Faktor 7’ = 4,8; Faktor G 3.5. 
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Versuch am 21. Juni 1928. 
Urin von Frau mit Gesichtsrose (39 bis 40° Fieber) und leichter 
Nierenreizung. 


Flasche Nr. 2 bis 7 erhalt 3, 6, 12, 25, 50, 75 cem Nachturin. 











Kontrolle seem 6eem 12 c¢em 2eem 50 ecm 75 ccm 
gh 30)’ oe 10 25 27 20 40) 53 oY 
es os are G 20 48 54 52 80 104 102 
Mm. ae 20 52 5D 5D 76 | 96 92 
ee det 2 20 43 50 51 65 74 75 
ey, Staak ice 20 45 48 50 63 70 65 


Die Triebkraft der Hefe wird um das Fiinffache gesteigert, die Giarkraft 
um etwa das Vierfache bei Erysipel. 
Faktor T 5,2; Faktor G 3,5. 


Versuch am 14. Juni 1928. 
Urin von Madchen mit Pyelitis (Temperatur um 40°). 
Flasche Nr. 2 bis 7 erhalt 3, 6, 12, 25, 40, 50 cem Nachturin. Beginn 9 Uhr. 





Kontrolle 3ecm 6 ecm 12ecem 25 cem 40 com 50 cem 
Pee’. . .. . 10 15 17 18 22 24 27 
RS ae eerie * 20 36 43 54 64 79 80 
ee : 20 28 39 50 59 69 78 
Bac bccrhds): a2tdechats 20 24 37 46 51 66 69 


Die Triebkraft der Hefe wird um das Vierfache gesteigert, die Garkraft 
um das 3,5- bis 4fache bei Pyelitis. 
Faktor 7 4.0; Faktor G 3,5. 


Versuch am 20, September 1928. 
Urin von Lymphogranulom (zur Zeit ohne Fieber). 
Flasche Nr. 2 bis 7 erhalt 2, 5, 10, 25, 50, 75 cem Nachturin. Beginn 9 Uhr 
30 Minuten. 





Kontrolle 2eem 5eem 10 cem 25 eem nO cem 75 eem 
a ee 16 11 17 16 20 18 13 
if 20 30 39 37 47 45 35 
le ne > er 20 30 33 33 3S 38 32 
Bed PRS 4 ah wo 20 30 31 31 35 36 30 


Die Triebkraft wird héchstens um 80°, gesteigert, die Garkraft) um 
ebensoviel. Leichte toxische Wirkung der héheren Dosen. 


Faktor 7 2.3: Faktor @ 1.8. 
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Versuch am 20, September 1928. 


Urin von Mann mit Pyelitis (Temperatur 38°). 


Flasche Nr. 2 bis 7 erhalt 2, 5, 10, 25, 50, 75 cem Nachturin. Beginn 8 Uh: 





Kontrolle 2eem 5cem 10cem 25 ecm 50 cem 75 cem 
a —e 10 15 18 19 23 18 12 
ee eae 20 30 34 45 55 45 30 
Tee eee 20 28 34 40 50 41 30 
. a a 20 32 37 45 50 40 37 
1 20 33 40 45 43 36 30 


Die Triebkraft der Hefe wird um das 2,5fache gesteigert, ebenso hoc! 
die Garkraft. Auffallend ist, daB héhere Dosen einen Riickgang aufwieser 
(Toxine). 

Faktor T 2.8; Faktor G 23: 


Versuch mit oxydiertem, gekochtem und im Autoklaven vorbehandeltem Urin. 
Versuch am 1. Mdrz 1928. 
250 g¢ Hefe, 750g Zucker, 17 Liter Wasser, Temperatur 18°. Es werden 
je dreimal 300 cem Urin genommen, ein Teil unbehandelt, einem Teil wird 
Kaliumpermanganat zugesetzt, dem anderen Jodlésung, bis keine Ent- 
firbung mehr auftritt. Diese je 300 cem Urin werden wieder in drei Teile 
geteilt, ein Teil gekocht am RiickfluBkihler, ein Teil im Autoklaven bei 
135° '/, Stunde behandelt und ein Teil bleibt unbehandelt. Von jedem 
Teil werden je 25 und 50 cem genommen. Beginn 10 Uhr. 
Flasche Nr. 2 bis 7 erhalt unbehandelten, mit KMnO, und mit J vor- 
behandelten Urin. 





Kontrolle — ov KMn0, RMn0, 2eem J 50cem J 
oS | 30 35 20 29 16 25 16 
. eee 30 77 68 74 65 70 60 
ae 30 60 57 62 58 60 56 
ee 30 58 60 61 60 60 56 
_, See eee 30 60 62 62 66 63 65 
ree ee 30 62 65 65 66 66 66 
Fea ee 30 60 62 64 62 60 61 


Flasche Nr. 9 bis 14 erhalt gekochten, mit Kaliumpermanganat und Jod 
vorbehandelten Urin. 





25 cem 50 cem 


Kontrolle gekocht gekocht 2e+K 50¢g+K 2%giJ wWgid 
| 30 60 52 52 60 D0 81 
ae 30 72 70 63 61 60 72 
es: ok me 4s 30 61 59 52 52 46 55 
aia ck iden 2 a 39 51 52 53 55 45 52 
ene etal 30 50 51 50 48 42 44 
eae 30 50 54 50 47 43 45 


30 52 54 52 50 45 47 
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Flasche Nr. 16 bis 21 erhaélt im Autoklaven und mit KMnO, und Jod 
vorbehandelten Urin. 











“aon Kontrolle 2eem A 5Ocem A 4 ca yy ey op ‘A 
em 
5 me .... 30 15 is 17 26 20 21 
“ 12 as ste 30 50 50 54 me) D1 yD 
0 ee ee i en A 30 48 50 51 51 30 51 
0 | Se 30 5D 56 33 5D BY 51 
: ee 30 60 60 D1 64 50 61 
) meee) |. iN 30 62 62 52 65 50 62 
oc} > Saree 30 60 60 52 64 50 62 
sen 
Oxydation des Urins mit Kaliumpermanganat oder Jod ist) ohne 
KinfluB auf die Trieb- und Garkraft der Hefe. Gekochter Urin steigert die 
Triebkraft, auch oxydierter. Die Girkraft ist beim rohen Urin 210°,, beim 
= gekochten 170°,, also durchs Kochen vermindert, beim oxydierten und 
a vekochten Urin ist sie noch geringer. Im Autoklaven erhitzter Urin steigert 
wie roher ebenfalls oxydierter Urin mit 50cem. 25 cem Urinzusatz zeigt 
den cine 30° ige Verringerung der Giarkraft. 
vird Roh Gekocht \utoklay 
= Frisch . . . . FaktorT 2.6 Kaktor 7 2.4 Faktor 7 1.7 
ate » G=2,) . G=18 G = 20 
wei KMnO,... . T=2,5 » @=21 T = 2,0 
fem » G=2) » G=1,7 G = 2,1 
SON ss 6% % vs ‘ig 2,3 e % 2,4 ¥ 1,8 
yvor- = G 2,3 G 1.7 G 24 
— Aus technischen Griinden muB die Verédffentlichung der weiteren 
m J Protokolle unterbleiben. Die Ergebnisse sind kurz in der folgenden 
Liste zusammengestellt. 
5 
0 Zusammenstellung. 
: { rivie vow Eriwac hse 0071. 
_) Nacht eee ea ee ee 2,9 Kaktor G + Se 
A Se ee ee ee = “i 2.5 G I.s 
L Nachmittag T 2.9 G 2.1 
Vegetarisch iy 4.8 G i,2 
Jod Fleisch ‘ fT = 2,5 G = 2,2 
Alkohol akut ‘id 4.2 3,3 
— Alkohol chron. i 2,5 a 3¢ 
» 3 Katfee . ie J ¥ 2.2 1,$ 
Mischnarkose . ig 50 (is 2,8 
Morphium Hyose. . YT = 4A G= 25 
1 Schwangere T = 3,3 G 1,7 
2 Stillende . ; T = 1,7 G = 1,6 
: Salvarsaninjektion T 2,5 Gi ; 
{ Glaukomantall ig 3.0 
,) Hochdruck ess. z £2 G 
7 Schizophrene i $45 a 
Biochemische Zeitschrift Band 26 D4 








Akute fieberhafte Erkrankungen. 


H. Zeller. 


Polyarthritis rheum. . Faktor T — 4,8 Faktor G — 3,5 
Erysipelas 7 = 62 G = 3,5 
Pyelitis a T = 4,0 G =—%3,5 
Pneumonia krupposa T = 4,1 G = 2,5 
Angina mit Albumin Zz 4.5 G 4,1 
Pleuritis exsudativa . ‘ag 4,5 G 4.1 
Chronisch fieberhajte Erkrankungen. 
Lungentuberkulose Faktor 7 2,2 Faktor G 37 
Lymphogranulom Pe T = 3,6 G= 28 
Ikterus catarrh T 2,5 G 1.8 
Herzinsuffizienz T 1.5 G 1.6 
Diabetes mell. 3,1 ° x 3,5 G 2,1 
Diabetes mell. 0.1 ° i 3.1 G 3,2 
Carcinoma hepat. : i 15 G 2.4 
Urin vom Kind. 
Nacht Faktor 7' 5.0 Faktor G 3.5 
Vormittag Roe T 5.0 G $5 
Pneumonie kKrupposa T — 6.0 G 6,2 
Meningitis tuberc. . T’ 3.7 G 3.4 
Tierurin 7 3.7 G 2.2 


Vorbehandlung des Urins im Autoklaven setzt die Triebkraft 
herab, Kochen am RiickfluBkihler die Garkraft. Die Steigerung des 
Fieberurins haingt zum Teil mit leicht abspaltbarem Ammoniak des 
Urins zusammen. 

Nachturin vom Erwachsenen steigert die Garkraft tiber das Zwei- 
fache, vom Kind das etwa Dreifache. Fieberurin vom Erwachsenen 
steigert etwa das Drei- bis Vierfache, vom Kind bis zum Sechsfachen. 
Alkohol und Narkotica steigern die Trieb- und Garkraft. Nach vegetari- 
scher Kost wird die Triebkraft gesteigert, die Garkraft verringert. Uber 
weitere Wirkungen des Urins von Kranken werde ich spater nach 
Fraktionierung des Urins mitteilen. 

Gigon u. Odermatt, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 47, 294; Euler, 
H.S. 178, 202, 1928; Hartelius, diese Zeitschr. 261, 89, 1933. 















Y | 
Ss 


—S as 


mm 0S 


oo St 


ho te te 


‘aft 
des 


des 


nen 
en. 
wi- 
ber 


ach 


le T, 








Die Steigerung der Hefegirung 
durch tierische, pflanzliche und chemische Stoffe. X. 


Von 
Heinrich Zeller, 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik Tiibingen.) 


(Eingegangen am 20. September 1933.) 


Zur weiteren Klarung von garungssteigernden Stoffen wurden 
moéglichst viele Substanzen untersucht, von denen angenommen werden 
konnte, daB sie irgendwie in den Géarungsmechanismus eingreifen 
Es wurde eine voriibergehende Steigerung bis zum 24fachen und eine 
langerdauernde Steigerung bis zum 1l0fachen erreicht. Es war nicht 
leicht, in die so verschiedenartigen Ergebnisse cinen Zusammenhang 
zu bringen. Ein Teil steigert die Triebkraft fiir kurze Zeit sehr hoch, ein 
anderer Teil steigert sie anhaltend hoch, unter allmahlichem Zuriick- 
gehen: ein Teil steigert die Gairkraft dauernd gleichbleibend, ein anderer 
gibt absinkende Werte, ein Teil sondert Trieb- und Garkraft deutlich 
ab, bei einem anderen Teil gehen sie ineinander iiber. 

Bei der Kontrolle ist stets sicher der Ubergang der Triebkraft zi 
Garkraft zu unterscheiden: zu Beginn werden die Zeitintervalle. um ein 
bestimmtes Quantum Kohlensaéure zu bilden, immer kleiner: von dem 
Augenblick an, wo sie gleichbleiben, ist das Maximum erreicht, und die 
gleichbleibende Kohlensiurebildung ist der Ausdruck der Garkraft. Der 
Ubergang von Trieb- zur Garkraft der Versuche fallt mit dem der Kon 
trollen nicht zusammen. Bei meinen Versuchen findet der Ubergang be 
den Kontrollen meist innerhalb 1 bis 2 Stunden statt, bei den Versuchen 
etwas eher. Im folgenden bezeichne ich als Faktor G die Zahl, mit der die 
von der Kontrolle gleichzeitig erreichte Kohlensiuremenge miultipliziert 
werden mu, um die durch die Versuchsstoffe bewirkte Steigerung det 
Kohlensaiuremenge zu erhalten. Bei dem Faktor der Triebstoffsteigerung 7 
handelt es sich nur um einen einmaligen maximalen Faktor, der nur sagen 
soll, wievielmal maximal das Verhaltnis der Kohlensiuremenge von Versuch 
und Kontrolle zu Beginn sein kann. 


Die folgenden Versuche sind das Modell fiir die Entwirrung der 
anderen Versuchsergebnisse. 


24+ 
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Versuch am 23. August 1931. 
250 g Hefe, 500 g Zucker, 17 Liter Wasser, Temperatur 20°. 


Versuch mit Cyankalium. 


Flasche Nr. 2 bis 7 erhalt 0,005, 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 


Beginn 12 Uhr. 


0.2¢ KCN. 





Kontrolle 0,005 g 0,01 g 0,02 g 0,05 g 


| 20 20 24 35 25 
WA Se eo 40 62 68 95 96 
A) as See & 40 32 40 42 42 
is. eee 40 41 40 40 43 
eer 40 38 40 40 37 


KCN steigert die Triebkaft um das 2.3fache, die Garkratt selbst nicht 
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28 
75 
44 
43 
41 
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Faktor 7 2,4, Faktor G 1.0 in 1 Stunde. 
Versuch mit Ferroeyankalium. 
Flasche Nr. 2 bis 6 erhalt 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0 ¢. 
Kontrolle 0,05 ¢ O1g | 02¢ 0O5¢ 10g 
a 20 120 134 143 9Y 88 
14 Se ieee ae 40 86 88 89 96 116 
mm : 40 55 56 44 40 48 
16 eng 40 44 42 41 40 40) 
20 ins : 40 35 36 38 37 38 


Ferrocyankalium steigert die Triebkraft um das Siebentache, aut die 


CHirkraft ist es ohne EinfluB. 


Faktor T 7.2, Faktor G 1.0 in 2 Stunden. 


Versuch mit Ferricyankalium. 


Flasche Nr. 2 bis 6 erhalt 0,25, 0,5, 1,0. 2,0. 5.0 2. 








Kontrolle 0,25 g¢ 052g 10g 2,0¢ 
a 20 78 71 72 11 
14 Soha aie 40 74 66 90 78 
15 i eas 40 53 56 54 54 
16 ey a fl te 49 41 4) 40 40 
20 ee 40 36 32 35 34 


Ferricyankalium steigert die Triebkraft beinahe ums Vierfache, aut 


die Garkraft ist es ohne EinfluB. 


Faktor T 3.9, Faktor G 1.0 in 2 Stunde 
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Versuch mit Ammonium sulfuratum NH,HS. 


Flasche Nr. 2 bis 7 erhalt 0.005, 0.01, 0.02, 0,05, O,1, 0.25 2 





Kontrolle 0,005 g O0lg 0.02 2 0.05 ¢ O1¢g 0.25 g 
S| 20 36 75 116 SO 37 ) 
eee 40 61 84 117 101 64 2 
ae a 40 52 61 63 70 63 24 
16 ear 40 53 54 D4 60 5D 25 
OR 2 ot 40 38 40 42 43 39 33 


Schwetelammon steigert die Triebkraft der Hefe um das Sechstache. 
die Cvirkraft steigt um 50°, zu Beginn, um dauernd weiter abzutfallen 


Faktor 7’ 5.8, Faktor G 10 in 4 Stunden 


Alle drei CN-haltigen Substanzen steigern die Triebkraft, die aber u 
| bis 2 Stunden zur Norm zurtickgeht (Agglutination). Ammoniumsulficd 
steigert ebenfalls die Triebkraft. die aber erst schneller, dann langsam in 
4 Stunden zuriickgeht. 


Versuch am 1. Februar 1932. 


250 g Hefe, 750 g Zucker, 17 Liter Wasser. Temperatur 20°.) Versuch mit 

Kohlenstaub (Steinkohle, Braunkohle. Ru®B). Beginn 11 Uhr. Es wurden 

je 20¢ in 200 cem Wasser aufgeschwemmt. Benutzt wurde die filtriert: 
Autschwemmung und der Bodensatz. 


Versuch mit Braunkohle. 


Flasche Nr. 2 bis 6 erhielt 5, 10, 20, 40, 80 cem Autschwemmung,. Flasche 


Nr. 7 den Bodensatz. 





Kontrolle deem 10 cem 20 ecm 40 com 80 ccem — 
meee 2s 20 66 72 72 94 55 26 
13 Shas 20 140 142 173 169 176 48 
ae 6% «. * 20 104 100 109 101 111 79 
14 i a 8 49 94 93 96 94 95 110 
15 ee 41) 62 63 HD 65 65 OF 
17 ae ee 40 45 45 45 44 45 76 
29 he ene 40 39 40 39 40 41 70 


Braunkohle steigert die Trebkraft bis zum Achttachen. die (Ciarkratt 
etwa 50°... Der Bodensatz steigert nur allmahlich die Triebkraft. di 
Garkraft steigert er um das Doppelte. 


Faktor 7 S.8. Faktor G 15 L in 5 Stunden 
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Versuch mit RuB. 


Flasche Nr. 2 bis 6 erhielt dieselbe Menge wie oben. 





Kontrolle 5 ecem 1l0cem 2ecem 40cem = 80 cem — 
Vt 20 38 47 70 99 106 61 
13 etaniss s 20 36 45 78 105 106 84 
Se 20 39 44 71 84 90 91 
14 eats 40 72 83 90 87 76 101 
15 ees ae 40 64 64 67 68 67 72 
17 ea 40 56 56 54 56 D5 56 
20 $23 aoe 40 41 39 40 41 40 41 


RuB steigert die Triebkraft bis tiber das Fimffache, die Garkraft etwa 
50°... Der Bodensatz steigert hier etwas schneller wie oben, die Géarkraft - 
steigerung ist nur etwa 50°,,. 


Faktor 7 5.3, Faktor C 15> | in 5 Stunden. 


Versuch mit Steinkohle. 


Flasche Nr. 2 bis 6 erhielt dasselbe wie oben. 





Kontrolle 5 cem l0cem W2Weem 40cem = 80 cem — 
POY ... 20 36 31 36 36 43 101 
13 aoe” 20 45 48 69 62 105 111 
i ae 20 77 96 102 9s 110 1i4 
14 oye 43 40 90 85 101 98 98 100 
15 j ee 40 72 69 70 67 70 70 
17 spe, Be 40 48 47 49 48 60 D4 
20 ‘ae. 40 42 40 40 42 41 45 


Steinkohle steigert die Triebkraft der Hefe bis zum 5,5fachen, die 
Garkraft um etwa 50°,. Auffallend ist, daB der Bodensatz etwas schneller 
die Triebkraft steigert als oben. 


Faktor 7 5.5, Faktor G 15> 1 in 5 Stunden. 


Kohlenstaub steigert die Triebkraft, die langsam sinkend in die Gar- 
kraft tibergeht,. um nach 5 Stunden zur Norm zuriickzugehen. 


Versuch am 29. Juni 1933. 
Amm. carb. Ferrocyank. Kohle, Ammonsulfid. 


200 ¢ Hefe, 500 g¢ Zucker, 17 Liter Wasser werden in 21 Flaschen geteilt. 
Beginn 10 Uhr. Temperatur 18°. 
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Flasche Nr. 2 bis 7 erhalt je lg Ammoncarbonat, dazu kommt Flasche 
Nr. 3 mit 0.01 g, Nr. 4 mit 0,02 ¢, Nr. 5 mit 0,05 ¢, Nr. 6 mit O,1 g. Nr. 7 
mit 0,2 ¢ Ferrocyankalium. 





Kontrolle Am Am Am \m Am Am 


+ 001g Fe + 002g Fe 005 g¢Fe + Ol g Fe 02g Fe 
1315’. 10 10 38 48 39 33 30 
13 50. 10 32 81 102 64 65 DD 
ew 10 30 40S 458 328 438 35S 
Wei: & 10 35 33 39 34 44 45 
16 30... 10 30 23 28 28 36 35 
ma. . 20 50 35 40 39 52 55 
7 30. 20 48 36 37 42 53 53 
ae 20 49 36 37 43 43 58 
es ws « 20 50 33 34 42 41 46 
ge s+ 20 48 33 32 40 37 3 
a 20 48 33 33 41 38 43 
ae 20 43 30 530 38 33 38 
23 i 20 43 27 27 35 31 3b 
10 frih 50 18 50 45 86 62 52 


S bedeutet Schaumbildung. 


Bei Ammoncarbonat Faktor 7’ 3.5, Faktor G 2.4. Bei Ammon 
carbonat + Ferrocvankalium Faktor 7 10,2, dann tritt eine Schaum 
bildung ein mit einem Absitzen der Hete. Die Resultate sinken bis aut 
Faktor @G 1.6, um schlieBlich bei den starkeren Dosen G 2.3 zu e 


reichen. Die niederen Dosen wirken giftiger. 


Flasche Nr. 9 bis 14 erhalt je lg Ammoncarbonat, dazu kommt Flasche 

Nr. 9 mit 5cem, Nr. 10 mit 10 cem, Nr. 11 mit 20 cem, Nr. 12 mit 30 cem., 

Nr. 13) mit 40cem Kohlenwasser (10 g¢ Brikettstaub auf 500g Wasser 
abfiltrieren.) 





Kontrolle Seon + panel : spoon k 4 sbeonk + omit + 0,002 As 
13hid’. 10 8 8 7 7 10 10) 
13 50 . 10 73 76 74 60 58 46 
15 10°. 10 162 181 158 156 152 SO 
15 30. 10 138 148 135 136 141 72 
OS ao 10 110 101 100 102 111 78 
oe oe 10 78 76 75 78 78 64 
17 30. 20 75 80 76 75 79 70 
. er 20 65 68 62 65 66 60 
a 20 60 60 56 5D 57 50 
a 20 58 58 5D 5D 56 45 
ae 20 57 57 56 55 57 45 
ae 20 55 58 58 54 D6 43 
2... 20 58 5S D4 54 6 42 
10 frith. 50 5 3 3 3 3 45 


Ob 5 oder 40cem Kohlenwasser angewendet werden, ist fiir den Ertoly 
gleichgiiltig. 
Faktor 7 8.1, Faktor G 2.9. 
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Flasche Nr. 14 bis 18 erhalten je 1g Ammoncarbonat. dazu bei Flasch« 
Nr. 14 2mg, Nr. 16 38mg, Nr. 17 5mg, Nr. 18 Img, Nr. 19 2. mg Ammon 
hydrosulfid, Nr. 20 0,05 mg Ferrocyankalium, Nr. 21 40 cem Kohlenwasse1 





Kontrolle Am Am Am 0,002¢em 0,05 cem 


+ 0,008 AS +0,005AS 4+ 0,001 As As Fe 40 com h 


Ipesis’. .. 10 6 5 
fe oO... 10 34 33 
Be) ds 10 56 60 
MO. « 10 68 66 
10 5D 58 
10 38 40 

20 70 73 74 

20 60 62 66 

20 D1 48 53 

20 48 46 48 

20 41 43 48 

20 BD 41 45 17 

eee 20 42 42 42 17 

frih .. 50 12 25 7 37 32 
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Ferrocyankalium . 
Ammonhydrosulfid . . 
Ammoncarbonat —~- Ammonsulfid 
Beim Resultat ist zu beachten. daB die Werte fiir Kohlenwasser, Ferro 
evankalium, Ammonsulfid keine Reihenwerte sind, also nicht Maxims. 
Aus diesen Versuchen geht hervor, daB es Stoffe gibt, die die 
Triebkraft hoch steigern kénnen, dann aber plétzlich hért diese Steigerung 
aut unter Stérung der Garung: die Hefe ballt sich zusammen, sinkt 
zu Boden, es entsteht Schaum an der Oberflache. Die Hefe gart aber 
weiter, wenn auch vermindert, erholt sich meist zu gleicher Héhe der 
Kontrolle. Eine zweite Triebkraftsteigerung zeigt ein ganz anderes 
Bild: hohe ‘Triebkraftsteigerung, langsamer Abfall, unmerkliche: 
Chergang der Triebkraft zur Garkraft, unterscheidet sich von letzterer. 
daB sie bis auf die Héhe der Kontrolle zuriicksinkt. Zur Chersichtlich- 
keit bezeichne ich die erste mit 7'1 und die zweite mit 7'2. Aus 
friiheren Versuchen mit Ammoncarbonat, -acetat, -phosphat kenne 
ich eine gleichbleibende hohe Garkraftsteigerung in der zwei- bis drei- 
fachen Starke. Ich bezeichne diesen Faktor als G. Versuche ergaben, 
daB eine Mischung von 7 1 und 7 2 keine Verstarkung der Hohe der 
Triebkraft bringen, héchster Faktor 7’ war 8: in der weiteren Aus- 
wirkung hemmen sie sich gegenseitig, so dais ein teilweises Zuboden- 
sinken der Hefe eintritt, wie bei 7’ 1, und die verlangerte Wirksamkeit 
von 7’ 2 wird auf 3 bis 4 Stunden reduziert. Der Zusatz von Ammon- 
carbonat zu 7'1 oder 7'2 ergab das erwartete Resultat. Wenn der 
Wirkungsbereich der Ammonsalze an der Hefe ein anderer ist als der 
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von 71 oder 72, und wenn die Ammonsalze eine richtiggehend: 
Garbeschleunigung verursachen, dann mu die Triebkraft bei einer 
Mischung in einer zwei- bis dreifachen Steigerung der Triebkraft sich 
auswirken.  Ferrocyankalium bewirkt im Reihenversuch cine etwa 
fiinf- bis siebenfache Steigerung, zusammen mit Ammoncarbonat 
wurde eine 10,2fache Steigerung (teilweise Hemmung) erreicht. Durch 
die Hemmung von Ferrocyankalium wird auch die weitere Wirkung 
des Ammoncarbonats leicht herabgesetzt, durch die anhaltende Wirk 
samkeit des Kohlenwassers wird auch die weitere Wirksamkeit des 
Ammoncarbonats gesteigert. Also ergeben die Mischungen von Ammon 
salzen mit Kohlenwasser oder einem anderen Faktor 7' 2 die besten 
Steigerungen der Hefegarung (ich habe bei einem anderen Versuch cin 
Maximum von 20,5 erreicht). Es laBt sich daraus erkennen, dab es 
eine Girkraftsteigerung der Hefe vom Typ G iiber das etwa Dreifache 
nicht gibt, héhere Steigerungen sind das Produkt von G mit 7' 2 

Ich habe eine groBe Anzahl von pflanzlichen, tierischen und 
pharmazeutischen Stoffen mittels der Hefegirung, wie vorangehend, 
untersucht. Da es aus technischen Griinden nicht méglich ist, dic 
genauen Versuchsprotokolle zu bringen, kann ich nur eine kurze Zu- 


sammenstellung der Resultate geben: 
Der Saft von Blumenkohl, griinen Erbsen, roten Riiben, Kohl, 
yelben Riiben, Zwetschen, Weintrauben, Tomaten, Gurken, Apfeln, 


tettichen steigert die Triebkraft der Hefe verschieden hoch: Trauben- 
saft bis ums 12,2fache, Gurken und Tomaten am wenigsten: um das 
4.5fache. Sie sinkt in 2 bis 3 Stunden bis auf den Faktor 1.1 bis 1.3, 
der dauernd bleibt. 

Der Saft von Leber, Lunge, Pankreas, Milz, Magen und Hoden 
steigert die Triebkraft um das 3- bis 7fache, die Garkraft nur um 
das 1.1l- bis 1,3fache. Wird der Saft gekocht, dann wird die Trieb 
kraft des Magen- bzw. Pankreassaftes um das Doppelte gesteigert 

Bei einer groBen Reihe pharmazeutischer Praparate erzielte ich 
eine 4uBerst hohe Steigerung der Gartatigkeit: Hepaventrat steigerte 
zu Beginn das 24,2fache, Eatan das 21,9fache, Mucotrat das 17.6fache 
Malzextrakt das L5fache, Luizym das 13,9fache, Alentina das 12,2fache 
Maggi, Candiolin, Phytin das etwa LOfache. Diese Héhe der Steigerung 
lieB bei allen Substanzen in kiirzerer oder langerer Zeit nach: manche 
Substanzen wirkten schon nach 1 bis 2 Stunden nicht mehr, andere 
lieBen rasch in der Héhe der Wirkung nach, um dauernd das 2- bis 
3fache zu steigern, und andere biBten nur langsam (bis & Stunden) 
an Wirkung ein, um am Ende immer noch das 2- bis 3fache zu steigern 

In der nachfolgenden Tabelle ist ein Teil der untersuchten Sub 
stanzen nach der Hohe ihrer Wirkungsweise zuscmmengestellt: cir 
Stunden bedeuten die Zeitdauer, bis die Hefe auf einer gleichmaBigen 
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Steigerung ankommt, wobei der Faktor G die Héhe der Steigerung 
bedeutet: unter den Faktoren 71, 71+ 2, 72 steht die maximal 
erreichte Steigerungshéhe, die Differenzierung erfolgt nach der Zeit- 
dauer, die gebraucht wird, um den Faktor G zu erreichen. Die zu Beginn 
erwahnten Modelle suchen diese Einteilung zu erklaren. 


Betonen méchte ich, daB die hier genannten Faktoren vorlaufig 
nichts Gemeinsames haben mit den Eulerschen Faktoren Z. die eine 
besondere Substanz bezeichnen. 


Zusammenstellung. 





Faktor 71 Faktor 71+ 2. Faktor 72 Faktor G Stunden 


Hepaventrat . 24,2 1.9 8 
Katan . re Hi 21.9 3,0 9 
Hefe, gekocht . . . 18 2.0 3 
Mucotrat ..... 17.6 3,2 4 
Vitox . Sree es 23 Ss 
Malzextrakt . 2... 15.5 2.5 1 
Sekretin. . 2... . 15,0 2.2 4 
ae 13,0 1.3 3 
Diabetylin. 2. 2... 12,9 2.8 2 
Alentima. ..... 12.5 2.0 2 
Weintrauben. . . . 12.2 1,2 3 
ee 10.5 2.6 1 
Candiolin . . . . . 19,0 1,0 5 
Phytin 10,9 1,0 4 
Oventa see 8.5 1.9 2 
kerrocyankalium . 7,2 1,0 2 
Tierorgane 7,8—2,2 1,4—0,9 2—3 
Promonta 6,5 1.6 4 
Ammonsulfid . 5.8 1,0 4 
Novotropon — 5,4 1,4 3 
| 5 1,0 3 
»Ovyobrol. 2... 4.7 2.5 2 
IN Se vi ag a 4.5 1,3 1 
Thyreoidin . 4,5 1.5 3 
Hodenextrakt 4.5 1,6 3 
Isacen . 4,0 1,0 215 
Novoprotin 45 1,0 2 
Prolan 4.0 1,0 2 
Urin Sy: 3.8 3,1 1 
Ammoncarbonat 3, 24 1 
Solvitren 3,3 1,0 l 
Erythrocyten. 2,8 1,0 1 
Casein a 1,0 1 
Asparagin . 1,6 2.0 2 
Natriumformiat 1,3 1,7 21, 
Neurosmon 2.4 1,3 2 
Cholesterin 2,7 1,2 3 
Inkretan 2.4 1.5 2 
Cyankalium ; 2.4 1,0 1 
Ammoniumnitrat . 2.3 1.1 l 
Silbernitrat 2.0 14 1 
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Gruppenzusammenstellung. 


T 1|-haltige. G2bis 3. 7 2-haltige 

Silbernitrat. ...... 2,0/1,1 Hepaventrat . . 24.2 1.9 
Ammonnitrat. .... . 2.3/1,1 Eatan .... . 21,9/3,0 
(vankali 2.4.1.0 Mucotrat . . . . 17,2/3,0 
Ferricyankalium. ao 10 Vitox ..... MSR8 
Ferrocyankalium 7.2/1.0 a2 an 

di 4.0/1.0 G2bis3.T7 1 T 2-haltige. 
Isacen 4.0 1.0 Hefe gekocht . . 18,0/2.0 
Novoprotin . 45 10 Sekretin ... . 15,0/2,2 

Casein 2.71.0 Diabet ylin « c= Sapernee 
Erythrocyten. . 2...) 2.8 10 Alentina ... . 12,5/2,0 
Solvitwon. ....ss., BS/1Le Ovobrol.. 6 2. 4.7/2.5 

T 2-haltige. G2 bis 3. 7 l-haltige. 
ae  .... . pane Malzextrakt. . . 15.5 2.6 
Ammonsulfid . . . . 2...) 5,8 1,0 a + + + > 
Candiolin. . . . . . . . 10,0/1,0 Gite i3.T1 T 2-haltige. 
Phytin. ©... . ~~ 10,0/1,0 Luizym. ... . 13,0/1,3 
Pflanzenextrakte  12,2/1.2—-7.0 1.0 
Tierextrakte . . 7,8 14--2.2 0.9 
Ergebnis. 


Alle jene Substanzen, die nur kurze Zeit die Triebkraft steigern, 
enthalten Stickstoff. Sie verursachen meist nach kurzer Zeit Stérungen 
in der Gartatigkeit (Zusammenballung der Hefe. Schaumbildung). 
bei den eiweiBhaltigen und hochmolekularen kommt es zu Aus- 
fallungen. 

Die Substanzen, die die Triebkraft anhaltend steigern, zeigen 
vorerst kein gemeinsames Merkmal, wahrscheinlich handelt es sich 
um Katalysatoren, besonders bei der Kohle. 

Reine Giarkraftsteigerer sind bisher gefunden in den organischen 
Ammonsalzen, dazu Ammonphosphat, und im Urin. Alle tbrigen 
hohen Gérungssteigerer sind Mischungen von ‘Trieb- und Giar- 
kraftsteigerern. 

Ein Zusammenhang mit den Lulerschen Faktoren Z1 und Z 2 
mit den hier beschriebenen Faktoren ist vorlaiufig nicht vorhanden. 
da Z1 und Z2 Substanzen bezeichnen, wihrend 71, 7 2 und @ nur 
Zahlen bedeuten. 


Die Arbeit wird fortgesetzt. 
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Karl Myrbdck und Henry Larsson, diese Zeitschr. 268, 118, 1933, be 


richten ausfiithrlich tiber den Faktor Z in Hefeextrakt, Hefeautolysat. 
Saiften und Extrakten tierischer und pflanzlicher Zellen und Gewebe. 


Aktivierung bis zuné ,Achtfachen, kann gekocht werden. 
Niels Nielsen, Centralbl. f. Bakt. II, 82, 70, 1930, findet. daB sein 


Wuchsstoff, Rhizopin, die Hefegairung und das Wachstum der Hefe steigert. 


Hartelius, diese Zeitschr. 261, 76. 1933. Wuehsstoff im Harn unab 


hangig von Alter und Geschlecht, Graviditaét, pro Stunde nicht konstant, 


stamit wohl aus der Nahrung. Co-Wuchsstoft adhnlich Zn-Wirkung. 
Hartelius, diese Zeitschr. 261, 89. 1933. Wuehsstoff in allen griinen 
Pflanzen. 


Lieske, Angew. Chem. 45, 121, 1932. 
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Uber das gelbe Ferment und seine Wirkungen. 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. September 1935.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Das gelbe Ferment besteht aus einem kolloiden Trager und aus der 
.. Wirkungsgruppe™, cinem reversiblen gelben Farbstoff. der von dem 
kolloiden Trager abgelést wird, wenn man wisseriges Methanol tagelang 
hei 38° auf das Ferment einwirken labt. 

Die chemische Natur des kolloiden Tragers ist noch unbekannt. 
Von der Wirkungsgruppe ist — durch Belichten in alkalischer Lésung 
ein Derivat dargestellt worden, das nach seinem Spektrum mit dem 
natiirlichen Farbstoff nahe verwandt ist, gut kristallisiert und die 
Zusammensetzung Cy3H,N,O, hat. Durch Erwirmen mit Barytwasser 
entsteht aus dem ,,Photoderivat’ Harnstoff und ein Korper Cg Hyg N,Qg. 

Ubertragt das gelbe Ferment Sauerstoff, so wechselt der Oxydations- 
zustand der Wirkungsgruppe zwischen Leukoform und Farbstoff- 
Form. Die Gleichung der Oxydation bei der Sauerstoffiibertragung ist: 


Leukoferment Sauerstoff — gelbes Ferment Wasserstoff- 
peroxyd. (1) 


Ersetzt man den Sauerstoff durch Methylenblau, so hat man 
statt (1) 

Leukoferment + Methylenblau — gelbes Ferment —- Leuko- 

methylenblau (2) 

Das gelbe Ferment ist also nicht nur ein sauerstoffiibertragendes 
Ferment, sondern auch ein Ferment der ,,sauerstofflosen Atmung”’. 

Da die Wirkungsgruppe des gelben Ferments kein Metall enthalt, 
so wird die Sauerstoffiibertragung durch das gelbe Ferment weder durch 
Kohlenoxyd noch durch Blausiure gehemmt. 
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Das gelbe Ferment ist das sauerstoffiibertragende Ferment anaero} 
geziichteter Milchsaurebakterien. In diesen und verwandten Bakterien 
tritt an Stelle der Oxydationsgleichung aerober Zellen 

Ferroeisen + Sauerstoff + Wasser — Ferrieisen (3 
die Gleichung (1). Ein viel diskutierter Atmungstypus ist damit chemisch 
erklart. 

Da die Sauerstoffatmung anaerob lebender Zellen kein physiologi- 
scher Vorgang ist, so ist durch die Versuche mit Milchsiurebakterien 
zwar eine chemische Funktion des Ferments, nicht aber seine physiologi 
sche Bedeutung erkannt. Das gelbe Ferment kommt nicht nur in 
anaerob lebenden Zellen, sondern in allen Zellen vor, insbesondere auch 
in den Zellen der héheren Tiere. Wahrscheinlich iibertragt das gelbe 
Ferment im Leben keinen molekularen, sondern ,,gebundenen“ Sauer- 
stoff. Wahrscheinlich ist es im Leben kein sauerstoffiibertragendes 
Ferment, sondern ein Ferment der Oxydoreduktion. 

Seit der Entdeckung! des Ferments ist der gelbe Farbstoff von mehreren 
Seiten untersucht worden. PR. Kuhn, P.Gyérgy und Th. Wagner-Jauregg - 
nennen den gelben Farbstoff ein ,,Flavin**, Ph. Ellinger und W. Koschara®* 
nennen ihn ein ,,Lyochrom*’. Da wir den ersten Farbstoff dieser Klasse 
isoliert und analysiert haben, so werden wir spiter von unserem Recht det 
Namengebung Gebrauch machen, zunichst aber, um Verwirrung zu ver- 
meiden, den Farbstoff weder Flavin noch Lyochrom nennen. Zuniachst 
geniigt es, Herkunft und analytische Zusammensetzung anzugeben. Der 
Vorteil bei diesem Verfahren ist, daB nicht isolierte Farbstoffe keinen 
Namen erhalten. Wir denken dabei an das ,,Lactochrom* der Molke von 
B. Bleyer und O, Kallmann* und an das ..Cytoflav’* von A. Szent-Gydrqyi 
und J. Banga®. 


Inhaltsiibersicht. Seite 
Abschnitt I. Gelbes Ferment aus Hefe .......... 2... 379 
Absorptionsspektrum des Ferments . . . . . . 2... +... . 38l 
_ Farbstoffgehalt der Fermentpraparate. . . ee ee 
Abschnitt II. Farbstoffkomponente des Ferments. . . . . . . . . 383 
Photoderivat des Farbstoffs . . . et he WG Sa 
Hvdrierung und Perhydrierung des Shatedeslande ee eo 
Barytabbauprodukt des Photoderivats. . . . . 2... 2... . 387 
Absorptionsspektren des Photoderivats und seimes Barytabbau- 
proquktes: .....4:5-. a ede ee ee ee 
Abschnitt III. Vorkommen des iin n Farbstofts . ee a . 390 


Bestimmung der Farbstoffkomponente des gelben Ferments i in Hefe 391 
Bestimmung der Farbstoffkomponente des gelben Ferments in 
-ButtersGurebakterien 2... 6s ttt ttt ttt tt ww OOD 


1 O. Warburg u. W. Christian, Naturwissensch. 20, 688, 1932; 20, 980. 
1932; diese Zeitschr. 254, 438, 1932; 257, 492, 1933. 
R. Kuhn, P. Gy6rqy u. Th. Wagner-Jauregg, Chem. Ber. 66, 317, 1933. 
3 Ph. Ellinger u. W. Koschara, ebenda 66, 315, 1933. 
' B. Bleyer u. O. Kallmann, diese Zeitschr. 155, 54, 1925. 
5 4. Szent-Gyérgyi u. 1. Banga, ebenda 246, 203, 1932. 








Al 


Al 


Lé 
Ke 
ne 
un 


mi 


scl 
im 
Lé 
(pI 
m 

Wi 
wi 
bei 
gie 


mi 





prob 


rien 


(3) 


isch 


logi- 
rien 
logi- 
r in 
wuch 
elbe 
uer- 


ides 


eren 
egg ~ 
ara? 
lasse 

det 
ver- 
chst 
Der 
inen 
von 
rg yi 


Seite 
379 
381 
382 
383 
384 
387 
387 


388 
390 
391 
392 


SO, 


933. 





Uber das gelbe Ferment und seine Wirkungen. 374 


Seit« 
Absehnitt IV. Wirkungen des gelben Ferments. . 2... =... . 398 
Sauerstotfiibertragung in Lésungen . . . . . . ee ae 
Entstehung von Wasserstoffperoxyd bei der Saue wratotfiibe rtragung 
PE cei ca <a gs ee OR 8 a OR ee ee 
Sauerstofflose Oxydation in Lésungen .. ‘ ~~ 2 wo aoe 
Nichthemmung der Sauerstoffiibertraguny Seni h Kohle weer und 
ee eee es ee ee ee ee ae ee ee ee ee 
Katalytische Wirksamkeit bei der Sauerstoffiibertragung in 
Lésungen (Weolsolzahl) ... .. 21 se css vw ves ce « SOB 
Farbe atmender Milchsaiurebakterien . . . a 
Katalytische Wirksamkeit des gelben Farbstoffs bei iis Sauerstoft 
libertragung in Milchséurebakterien (Wechselzahl). . . . 2. . 402 
Sauerstoffatmung der Milchsaéurebakterien. . 2... 0. 2. =. +. +. «408 
Physiologische Bedeutung des gelben Ferments . . . 2... . 408 
ae 
Bees V.. Co-Pemmemte . . 1. . i re scwwnsnenevwsnsr sss « 
SS a ne a a a er ee ee ae 
cS | ee ee ee ar ee, ee ee 
Abschnitt VI. Zwischenfermente .........2.+24+4+.e-e4-- 410 


Abschnitt 1. Gelbes Ferment aus Hefe. 


In einer vorhergehenden Arbeit! haben wir beschrieben, wie man 
Losungen des gelben Ferments aus Bierhefe gewinnen kann. — Die 
Fermentlésungen enthielten als Verunreinigung Cytochrom (Kompo- 
nente ¢). Bei dem neuen Verfahren? wird das Cytochrom abgetrennt 
und das Ferment als bestandiges gelbes Pulver niedergeschlagen. 


Vorschrift. Bierhefe wird! gewaschen, getrocknet und nach 
v. Lebedew? mit Wasser extrahiert. Der frische Lebedew-Saft wird 
mit Bleisubacetat (pro Liter Saft 400 cem Liquor Plumbi subacetici 
D. A. B. 6) versetzt und unter Zusatz von etwas Octanol kraftig ge- 
schiittelt. Man laBt zur Vervollstandigung der Fallung 12 Stunden 
im Kaltezimmer stehen, zentrifugiert und fallt aus der iiberstehenden 
Losung, die das Ferment enthalt, das iiberschiissige Blei mit Phosphat 
(pro Liter Lebedew-Saft 200 ccm einer Phosphatmischung aus 85 Volumen 
m2 Na,HPO, und 15 Volumen m 2 KH,PO,). Das Bleiphosphat 
wird abzentrifugiert, die iiberstehende Lésung, die das Ferment enthalt 
wird mit dem halben Volumen Aceton versetzt und bleibt 24 Stunden 
hei 0° stehen. Der abgeschiedene weibe Niederschlag wird abzentrifu- 
giert, die iiberstehende Lésung, die das Ferment enthalt, wird bei 0° 
mit Kohlensaéure gesaittigt und mit so viel Aceton (knapp dem halben 


' O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 
20. Warburg u. W. Christian, Naturwissenschatt 20, 980, 1932. 
3 A. rv. Lebedew, Hoppe-Sevler 73, 447. 1911. 
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Volumen) versetzt, dafS der gesamte gelbe Farbstoff als zihes gelbes 
Ol ausfallt. Man gieBt das Aceton ab, lést den Bodensatz in Wasser 
zentrifugiert einen weiBen Bodensatz ab, sattigt wieder bei 0° mit 
Kohlensaure und wiederholt die Fallung mit Aceton aus kohlensaure: 
Lésung noch zweimal. Bleibt dabei das gelbe Ol in der Fliissigkei: 
emulgiert, so muB es durch Zentrifugieren getrennt werden. Nach de 
dritten Acetonfallung lést man das Ol in Wasser, fallt bei 0° mit dem 
gleichen Volumen eisgekiihltem Methanol, wobei alles Ferment ausfaillt 
zentrifugiert das gelbe Ol ab. lést es in Wasser, fallt es bei 0° mit dem drv; 
fachen Volumen Methanol unter kraftigem Schiitteln, saugt den kérnige: 
Niederschlag ab, wascht ihn auf der Nutsche mit absolutem Methano 
und trocknet ihn im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsaure. 

Aus 118 kg Trockenhefe wurden so 1700 g Rohprodukt als gelbc- 
Pulver erhalten. 

Bei dem Verfahren ist gute Kiihlung der Fliissigkeiten bei Zugal« 
des Acetons oder Methanols wesentlich. Wird nicht hinreichend gekiihlt 
so hat man Verluste durch Farbstoffabspaltung (griinlichgelbe Farbung 
der Mutterlaugen). 

Das rohe Fermentpulver reinigen wir nach einer der folgenden 
Vorschriften : 

Erstes Reinigungsverfahren. 0g rohes Fermentpulver werden 
mit 100 cem m/20 KH,PO,-Lésung bis zur vollstandigen Zerteilung 
verrieben. Weibe Flocken werden durch Zentrifugieren entfernt. Die 
iiberstchende Lésung wird bei 0° so lange tropfenweise mit Aceton 
versetzt, bis der ausfallende weiBe Niederschlag sich nicht mehr ver- 
mehrt. Man stellt 12 Stunden in den Eisschrank, entfernt den weiBen 
Niederschlag durch Zéntrifugieren, und gibt zu der iiberstehenden 
Lésung bei 0° tropfenweise Aceton, bis aller Farbstoff als gelbes | 
gefallen ist. Der ReinigungsprozeB wird mehrere Male wiederholt. 
‘SchlieBlich fallt man aus wiisseriger (nicht phosphatsaurer) Lésung 
mit Methanol. Ausbeute etwa 4 g. 

Zweites Reinigungsverfahren. 2g rohes Fermentpulver werden 
mit 40 ccm 1%Qiger Kochsalzlésung verrieben und nach Zusatz von 
0,5cem Chloroform und 0,2 cem Octanol bei 38° 24 Stunden auf der 
Schiittelmaschine geschiittelt. Der weiBe Niederschlag wird abzentri 
fugiert, die iiberstehende Lésung wird bei 0° in Cellophanschlauchen 
gegen flieBendes destilliertes Wasser 1 bis 2 Tage dialysiert und dann 
im Vakuumexsikkator zur Trockne verdampft. 

Der Riickstand (etwa 0,5 g) besteht aus durchsichtigen gelben 
Lamellen, die sich in Wasser zu einer klaren gelben Fliissigkeit lésen 

Zu dem zweiten Verfahren ist zu bemerken, daB Chloroform 
Octanol bei 38° etwas Farbstoff abspaltet (der bei der Dialyse heraus 
dialysiert). Schiittelt man mit Chloroform-Octanol bei Zimme 
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temperatur, so wird kein Farbstoff abgespalten, doch scheint es, dab 
dann weniger Begleitstoffe entfernt werden. 

Ein nach dem zweiten Verfahren gereinigtes Fermentpriparat 
hatte folgende Zusammensetzung : 





( H N Riiekstand 


43.6 6.45 2.86 0.51 
wihrend das nicht gereinigte Praiparat 8.1°, Stickstoff enthielt. 
Die spezifische Drehung des gereinigten Praparats war 

[a], — + 62°, 

Die Hauptmenge der Substanz ist also kein EiweiBkérper. Trotz- 
dem kann ein Teil EiweiB sein. Wir kénnen nichts dariiber sagen, 
ob der Farbstoff in dem Ferment an EiweiB oder an ein anderes Kolloid 
gebunden ist. 

Absorptionsspektrum des Ferments. 

Zur spektroskopischen Untersuchung des rohen Fermentpulvers 
reibt man Ig mit 10c¢cem Wasser an, lat 24 Stunden im Eisschrank 
stehen, damit die Triibung flockig wird, und zentrifugiert den weiBen 
Niederschlag ab. Das nach der Chloroformmethode gereinigte Ferment, 
das beim Anreiben eine klare Lésung gibt, kann direkt nach dem Lésen 
spektroskopiert werden. 

In den Lésungen des (gereinigten oder rohen) Ferments sieht man 
mit dem Handspektroskop zwei Banden im langwelligen Blau, eine 
bei 450 bis 465 my und eine zweite bei 490 bis 505 mu. Die Banden 
sind im Licht einer gew6éhnlichen Metallfadenlampe erkennbar, aber 
deutlicher, wenn man das Licht durch Kupferoxydammoniak filtriert. 

Bei der lichtelektrischen Messung der Lésung eines ungereinigten 
Fermentpraparats fanden wir (i, ¢-Verhaltnis der Lichtintensitaten vor 
und hinter der Lésung). 








Wellenlainge / Ti) = to Wellenlinge 4 i = 
mu t U mu i ! 
420) 3.13 1,14 450 5,93 1,78 
430 3.85 1,22 455 5.56 1,72 
435 4,30 1,46 490 5,19 1.65 
440 4.85 1,58 495 5,03 1,62 
445 5,19 1,65 590 4,23 1,44 
450 5,59 1,72 505 347 1,25 
455 6.40 1,86 510 2,23 0.80 
460 7.28 1,99 520 1,33 0,29 
465 7,78 2,06 530 1,19 0,17 
470 7.41 2.00 540 1,0 0 
475 6,67 1,90 
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Abb. 1 ist eine graphische Darstellung der Messungen. Das Absorp- 
tionsspektrum stimmt mit dem friiher! berechneten Differenzspektrum 
iiberein, bei dessen Aufnahme die oxydierte gegen die reduzierte Ferment- 
lésung lichtelektrisch gemessen wurde. Wahrend aber friiher, wegen der 
Verunreinigung des Ferments mit Cytochrom, bei der Reduktion das Cyto- 

chromspektrum iibrig blieb, werden 





oo ne ~ die Lésungen der neuen Praparate 
d IN 498 | sowohl der gereinigten als auch der 
‘ A we | ungereinigten bei der Reduktion 
y, \ | farblos. Dies beweist, daB die neuen 
6 / \ | Praparate auBer dem gelben Ferment 
gal | keine andere im Sichtbaren absor- 
Y bierende Substanz enthalten. In 
| | dieser Hinsicht sind die neuen Pra- 
* | parate ,,rein’. Sie sind insofern 
7 A | unrein, als sie neben dem Ferment 
—N ungefarbte Kolloide enthalten. Des. 
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ai, tot os ie ses todo - 
Welenlange m mi halb ist es noch nicht méglich, das 


ine 3 Absorptionsspektrum des gelben Fer- 
. rb. ° . , . . 
Absorptionsspektrum des gelben Ferments ments im Ultraviolett zu bestimmen. 


Farbstofjgehalt der Fermentprdparate. 


Da Methylenblau die Leukoform des Ferments schnell und _ voll- 
staindig zum Farbstoff reoxydiert, so kann man, wie in einer friiheren 
Arbeit gezeigt worden ist”, das Ferment mit Methylenblau titrieren. 
Wir nahmen dabei an, daB Methylenblau (M) mit der Leukoform der 
Farbstoffkomponente des Ferments (FH,) nach der Gleichung 


M+FH,—MH,+F 


reagiert, daB also die Leukoform um zwei Wasserstoffatome reicher 
ist als der Farbstoff. Diese Annahme ist durch die Hydrierung 
der reinen Farbstoffkomponente (vgl. Abschnitt II) bestatigt worden. 
Aus der durch Methylenblautitration bestimmten  Farbstoff- 
konzentration und den lichtelektrisch gemessenen Lichtschwachungen 
qem 
Mole Farbstoff 
berechnet?. Fiir die Wellenlange 465 my, bei der das Maximum (im 
Sichtbaren) liegt, wurde fp = 2,9.107 gefunden. Nahezu ebenso groB 
(2,6. 10) findet man f fiir die Wellenlange der starksten Absorption 


wurden die absoluten Lichtabsorptionskoeffizienten / in 


1 O. Warbura u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 
2 Dieselben, ebenda. 
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(im Sichtbaren), wenn Lésungen des reinen von dem Kolloid getrennten 
Farbstoffs gemessen werden (vgl. Abschnitt IT). 

Kennt man die absoluten Lichtabsorptionskoeffizienten, so kann 
man den Farbstoffgehalt von Fermentlésungen optisch bestimmen. 
Als Wellenlinge wahlen wir im allgemeinen 465 my, setzen § — 2,7 .10° 
und erhalten daraus die Farbstoffkonzentration ¢ nach der Gleichung 

1 1 i ["s Farbstoff 


‘= 2 me 6 


p d i 


ceem 


wo i, ? das Verhaltnis der Lichtintensitaéten vor und hinter der Losung 
und d die Schichtdicke in Zentimeter ist. 

Um aus ¢ die Gewichtsmengen Farbstoff zu berechnen, braucht 
man das Molekulargewicht des Farbstoffs. Es ist bisher nur fiir das 
Photoderivat des Farbstoffs (Molekulargewicht 256) bekannt (vg. 
Abschnitt II). Multipliziert man also ¢ mit 256, so erhalt man die 
Farbstoffmenge in g ccm, wobei unter Farbstoff, wie immer in dieser 
Arbeit, wenn Gewichtsmengen angegeben werden, das Photoderivat 
zu verstehen ist. 

Wir fanden so, daB unsere rohen Fermentpraparate 0.05 bis 0,15 mg 
Farbstoff pro Gramm enthielten. Bei der Reinigung kamen wir auf 
Farbstoffgehalte von héchstens 0,5 mg pro Gramm. 


Absehnitt Il. Farbstoffkomponente des Ferments, 

Schiittelt man nach Abschnitt I dargestellte Fermentpraparate 
bei 38° mit wasserigem Methanol, so wird die Farbstoffkomponente 
des Ferments von ihrem kolloiden Trager getrennt und geht mit gelber 
Farbe in Lésung. In der Aufsicht sehen die 


Losungen griingelb aus, weil der Farbstoff griin je [me « ferment | 
fluoresziert. e /Sn fartstof? 
Schneller als wisseriges Methanol trennt salz- 7 /\\ 
saures Methanol. Verreibt man 1 g eines Ferment- - i ‘sy 
praparats mit 10 cem Methanol und 2 ecm n Salz- . 4 \ 
sdure, laBt kurze Zeit bei Zimmertemperatur stehen © ,, \ 

und zentrifugiert, so enthalt die iiberstehende — ,, 
Lésung allen Farbstoff. . \ 


Das Absorptionsspektrum der freien Farb- nA 
stoffkomponente ist im sichtbaren Spektralgebict 
dem Absorptionsspektrum des Ferments abhnlich 





(Abb. 2), es ist gegen das Absorptionsspektrum des 


Ferments um etwa 20 mu nach Blau verschoben. <—< Absorptionsspektrun 

Fir - eens 7 - mt ss si | des Ferments (Farb 

ir praparative Zwecke trennen wir den sie, on Beliell on 
Farbstoff von seinem Trager nicht mit Methanol- bunden). 


. - . ; e--e Abserptionsspektrun 
Salzsiure, sondern mit Methanol-Wasser. des freien Farbstoffs 











384 QO. Warburg u. W. Christian: 


Vorschrift. 1500 g rohes Fermentpulver (Abschnitt I), in’ det 
Kugelmiihle staubfein zermahlen. wird mit 5 Liter Methanol-Wasser 
(3 Volumen Methanol, 1 Volumen Wasser) tibergossen und auf det 
Schiittelmaschine 24 Stunden bei 38° geschiittelt. Die griingelbe 
Methanoll6sung wird abgesaugt, der Niederschlag wieder mit Methanol- 
Wasser 24 Stunden bei 38° geschiittelt usw., bis das Methanol farblos 
bleibt. Die vereinigten Methanolausziige werden unter vermindertem 
Druck auf 3 Liter eingedampft, ein dabei ausfallender (farbloser) 
Niederschlag wird durch Filtrieren entfernt. Der Farbstoffgehalt 
des Filtrats, der mit dem Farbstoffgehalt der Ferment praparate wechselt, 
wird optisch, durch Messung der Lichtschwachung fiir die Wellenlange 
445 mu, bestimmt. Z. B. enthielten die 3 Liter Filtrat 130 mg Farbstoff. 


Photoderivat des Farbstotis. 

Die Farbstoffkomponente des Ferments laBt sich aus ihrer wasserigen 
Losung weder bei alkalischer noch bei saurer Reaktion mit organischen 
Lésungsmitteln ausschitteln.  Belichtet man aber eine alkalische 
Lésung des Farbstoffs mit Tageslicht oder dem Licht einer Metall- 
fadenlampe, so geht nach dem Ansiuern der Farbstoff in Chloroform. 

Die Lésung des ..Photoderivats’ in Chloroform ist gelb und 
fluoresziert griin. Das Absorptionsspektrum des Photoderivats im 
sichtbaren Spektralgebiet stimmt mit dem Absorptionsspektrum des 
nichtbelichteten Farbstoffs tiberein und ist dem Absorptionsspektrum 
des Ferments (Farbstoff, gebunden an Kolloid) sehr ahnlich. Die 
zwei Banden 445 bis 455 my und 475 bis 485 my, die man mit dem 
Spektroskop in der Chloroformlésung des Photoderivats sieht, sind 
offenbar durch Verschiebung der zwei Fermentbanden 450 bis 465 my 
und 490 bis 505m nach Blau entstanden. 

Nach seinem Spektrum steht also das Photoderivat des Farbstoffs 
dem unbelichteten Farbstoff konstitutionell nahe. Da es leicht kristalli- 
siert, haben wir es chemisch untersucht. 

Vorschrift. 3 Liter der wasserigen Farbstofflésung (130 mg Farb- 
stoff), nach der vorhergehenden Vorschrift durch Eindampfen der 
Methanolausziige gewonnen, werden mit 115 cem 13fach n Natron- 
lauge alkalisch gemacht. Die L6ésung, die dann in bezug auf Natronlauge 
etwa n 2 ist, wird in groBen Glasschalen unter Luftdurchleitung, die 
als Riihrung dient, mit Metallfadenlampen belichtet. Die Schalen, die 
die Lésung enthalten, stehen dabei in einer gr6Beren Glasschale, durch 
die zur Kithlung Leitungswasser str6mt und unter der die Metallfaden- 
lampen angebracht sind. Die Temperatur bei der Bestrahlung (/n der 
gelben Lésung gemessen) soll 15° nicht iibersteigen. Man verfolgt den 
Fortschritt der Reaktion, indem man Proben der Lésung herausnimmt, 
sie mit Salzséure ansduert und mit Chloroform ausschittelt. Geht 





di 
fo 
fo 
de 


oe 
he 
he 
m 
iil 











Uber das gelbe Ferment und seine Wirkungen. 385 


der Farbstoff vollstandig in das Chloroform (was unter unseren Versuchs- 
bedingungen nach etwa 3 Stunden erreicht war), so sdauert man die 
(sesamtmenge unter Eiskihlung mit starker Salzsiure an (190 ccm 
achtfach n Salzséure) und schiittelt die kongosaure Lésung zunachst 
zweimal mit 2 Liter Benzol aus. wobei farblose Begleitstoffe neben 
wenig Farbstoff in das Benzol 
gehen. Dann entzieht man 
der Lésung den Farbstoff 
durch Ausschiitteln mit Chloro- 
form und dampft das Chloro- 
form (6 Liter) unter vermin- 
dertem Druck auf 1 Liter ein. 
Aus dem Chloroform wird der 
Farbstoff mit 100 cem n 10 
Natronlauge herausgeholt. 
Der alkalischen Lésung wird 
20g Kochsalz zugesetzt, wo- 
bei sich farblose Flocken ab- 
scheiden, die abzentrifugiert 
werden. Die  iiberstehende 





gelbe Losung wird mit Salz- 
siure kongosauer gemacht und 


Abb 
dreimal mit 300 cem Chloro- — photoderivat der Farbstotfkomponente des Ferments 


form ausgeschiittelt, wobei der 

gesamte Farbstoff in das Chloroform geht. Aus der Chloroformlésung 
holt man den Farbstoff mit zweimal 100 com n 20 Natronlauge wieder 
heraus, entfernt das geléste Chloroform durch Auspumpen, macht 
mit n Salzsaure eben kongosauer und dunstet die klare gelbe Losung 
liber Schwefelsiure im Vakuumexsikkator auf 50 ccm. ein. Dabet 
scheidet sich der Farbstoff in langen, vielfach zu Biischeln vereinigten 
Nadeln ab (Abb. 3). die abgesaugt und mit wenig kaltem Wasser ge- 
waschen werden (Ausbeute S87 mg). 

Im allgemeinen sind die so gewonnenen Kristalle analvsenrein., 
Will man sie umkristallisieren, so l6st man z. B. 45mg in 100 com 
Wasser unter Zusatz von 5 ccm n 10 Natronlauge, macht mit 5.5 com 
n 10 Salzsdure sauer und extrahiert zweimal mit dem gleichen Volumen 
Benzol, wobcei eine zu vernachlassigende Menge Farbstoff. aber even- 
tuell noch Spuren von Fettsduren in das Benzol gehen. Ist) dabei 
Farbstoff ausgefallen, so lost man wieder durch Zusatz von Natron 
lange, entfernt das geléste Benzol durch Auspumpen, sauert mit 
Salzsdure an (wobei der Farbstoff nicht sofort) ausfallen soll) und 
dunstet tiber Schwefelsaure im Vakuumexsikkator auf 30 c¢em= ein 
Ausbeute 38 mg. 
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Zur Analyse wird im Hochvakuum bei 58° getrocknet. Herr 
W. Liittgens fand: 
3.717 mg: 8,342 mg CO, 1.672 mg H,O; C: 61,21°,. H: 5,03° 
3,511 ., 7,821 ,. CO, 1582 .. HO: C: 60,75°,. H: 5.04%, 
60,98, 504°, 
4.097 mg: 0.742 com N (764 cem, 21,89); N: 21,08°, 
2,932 ,, 0,551 ., N (768 ., 20,5°); N:21,72% 
21,4°, 
c H N 
Berechnet Cy),;Hjg N,Q. . 2. . 60,9 4,69 21,9 
ON SR kw we a 60,98 5,04 214 


Der aus Wasser ausgefallene Farbstoff schmilzt bei schnellem 
Erhitzen unter Zersetzung bei 320° korr. Er sublimiert im Hoch- 
vakuum (Badtemperatur 230°): der Zersetzungspunkt des sublimierten 
Farbstoffs liegt bei etwa 330° korr. 

Der Farbstoff ist schwer léslich in Wasser und in den meisten 
organischen LésungsmittelIn, mit Ausnahme des Chloroforms. Seine 
Lésung in Wasser, noch schéner die Lésung in Chloroform, fluoresziert 
griin. Das Fluoreszenzlicht beginnt bei 500 my und endet unscharf 
um 630 mi. 

Der Farbstoff verhalt sich wie eine schwache Saure. Suspendiert 
man ihn in Wasser, so wird er bei Zusatz von Alkalien gelést und fallt 
beim Anséuern wieder aus. Chloroform entzieht der sauren und lackmus- 
neutralen, nicht aber der alkalischen wasserigen Lésung den Farbstoff. 

Der Farbstoff ist gegen die meisten Oxydationsmittel bestandig. 
Nur von Ozon werden Lésungen des Farbstoffs (in Wasser oder in 
Chloroform) schnell entfairbt. Er wird in wiasseriger Lésung von 
Hydrosulfit und von Palladiumwasserstoff unter Aufnahme von 
2 Atomen Wasserstoff zur Leukoform reduziert, beim Schiitteln mit 
Luft zum Farbstoff reoxydiert. 

Der Farbstoff ist optisch inaktiv oder dreht nur sehr schwach. 
% mg, gelést in 1 cem n 10 Natronlauge, gaben im 1-dem-Rohr ()-Linie) 
keinen Ausschlag (Empfindlichkeit 0,02°). 

Anmerkung. Die Ausbeute an kristallisiertem Photoderivat auf dem 
Wege Trockenhete, Lebedew-Satt. Bleifallung usw. betragt héchstens 1 mg 
pro Kilogramm Trockenhefe. Da nach Abschnitt Il durch Extraktion 
von frischer, nicht getrockneter Hefe pro Kilogramm 'Trockenhefe 20 mg 
Photoderivat gewonnen werden kénnen, so geht auf dem Wege iiber den 
Lebedew-Satt der gréBte Teil des Farbstoffs verloren. Wahrscheinlich wird 
die Hauptmenge des Farbstoffs beim Trocknen der Hefe und bei der Be- 
reitung des Lebedew-Sattes zerstért. Trotzdem sind wir bis jetzt auf den 
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Weg tiber den Lebedew-Satt angewiesen, da es uns nicht gelang, das aus 
Methanolextrakt von fristher Hefe gewonnene Photoderivat zur Kristalli- 
sation zu bringen. 


Hydrierung und Perhydrierung des Photoderivats. 

Schiittelt man die schwach alkalische wisserige Lésung des Photo- 
derivats mit Palladium und Wasserstoff, so werden unter Entfairbung 
pro Milligramm Farbstoff 87 ¢mm Wasserstoff aufgenommen!. An 
der Luft wird das Hydrierungsprodukt zum Farbstoff reoxydiert. 

Nimmt man an, daB bei der Hydrierung zur Leukoform 1 Mol 
Farbstoff 1 Mol Wasserstoff absorbiert, so ist das Molekulargewicht 
des Farbstoffs 

22400 
M ee = =— 2osR (4 5° ). 
tal) 

Nach der Elementaranalyse ist das Molekulargewicht des Photo- 
derivats C,,H,N,O, = 256 oder ein Vielfaches davon. Auf Grund 
des Hydrierungsversuchs nehmen wir an, daB das Molekulargewicht 
das einfache, also 256 ist. 

Wurde das Photoderivat, in Eisessig gelést, mit 10 mg kauflichem 
Platinmohr (AKahlbaum) und Wasserstoff bei 20° geschiittelt, so wurden 
in 4 Stunden 88 cmm Wasserstoff — 1 Mol aufgenommen und in weiteren 
10 Stunden nicht mehr. 

Wurde mit Platinmohr nach R&. Willstdtter* (in Eisessig) bei 38° 
hydriert, so verbrauchte 1 mg Photoderivat in 15 Stunden 255 cmm 

3 Mole Wasserstoff. 


Barytabbau des Photoderivats. 


Erhitzt man das Photoderivat in n 5 Barytlauge ', Stunde auf 
100°, so ist der Farbstoff zerstért. 


Die Zersetzungsfliissigkeit enthalt Harnstoff*, der nach Ent- 
fernung des Bariums mit Schwefelsaiure als Dixanthydrylureid# 


ausgefallt und durch Analyse des Ureids identifiziert wurde. Zur 
quantitativen Bestimmung des Harnstoffs wurde die Kohlensiure 
gemessen, die Urease aus der von Barium befreiten Zersetzungsfliissig- 
keit entwickelte. Pro Mol Photoderivat wurden 0.73 Mole Harnstoff 
gefunden®. Die Differenz gegen 1 Mol riihrt wahrscheinlich von der 
Spaltung des gebildeten Harnstoffs durch die heiBe Barytlauge her, 


' O, Warburg u. W. Christian, diese Zeitschrift 258, 496, 1933. 

* Perhydrierung nach R. Willstdtter u. D. Hatt, Berichte 45, 147i, 
1912; R. Willstdtter u. Waldschmidt-Leitz, Ber. 54, 122, 1921. 

3 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 258, 496, 1933. 263, 
228. 1933. 

+ Methode von F#. Fosse, Chem. Inst. Pasteur 80, 525, 1916. 
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AuBer Harnstoff wurde aus der Zersetzungsfliissigkeit mit 
emer Ausbeute von 70°, der berechneten Menge eine Substanz 


isoliert!, die nach der Entfernung des Bariums beim Einengen de: 
Zersetzungsfliissigkeit in blaBgelben Nadeln ausfiel. 

Die Substanz hat die Zusammensetzung CyH,)N,O,. Sie schmilzt 
unter Zersetzung scharf bei 213° (korr.). Sie ist ziemlich schwer léslich 
in Wasser, wird von verdiinnter Natronlauge gelést und fallt bein 
Ansaiuern wieder aus. Sie laBt sich aus der wasserigen Lésung mit 
Chloroform und, anders als das Photoderivat, auch mit Ather aus. 
schiitteln. 

Die saure Losung ist schwach gelb, die alkalische Loésung ist starke1 
gelb gefarbt. Hydrosulfit entfairbt die alkalische L6sung nicht (waihrend 
die alkalische Lésung des Photoderivats durch Hydrosulfit entfarbt 
wird). 

Die Substanz sublimiert im Hochvakuum (Badtemperatur 150° 


Absorptionsspektren des Photoderivats und seimes Bar ytabbauproduktes. 
Photoderivat (Cy3HyN,O.). 1 mg des im Hochvakuum sublimierten 
Photoderivats werden in lO ccm Chloroform gelést (Stammlésung) 
Die Schichtdicke bei der Absorptionsmessung war 0,65¢m.  Zwischen 
300 und 320 my und 500 und 520 my wurde die Stammlésung gemessen. 
in den anderen Spektralbezirken die auf das Fiinffache verdiinnte 


Stammlésung. Bei der Berechnung der Absorptionskoeffizienten / 


aus der Durchlissigkeit i) ¢, der Schichtdicke d (em) und der 
Konzentration ¢ (Mole cem) 


B . in — 


wurde das Molekulargewicht — 256 angenommen. 

In Abb. 4 (ausgezogene Linie) ist das Absorptionsspektrum des 
in Chloroform gelésten Photoderivats graphisch dargestellt. 

Das Absorptionsspektrum des Photoderivats in n 10 Natronlauge 
ist nicht wesentlich verschieden von dem Spektrum in Chloroform. 

Hydriert man das Photoderivat mit Palladiumwasserstoff zur 
Leukoverbindung, so verschwinden die Banden 450 und 330 mu. An 
Stelle der Bande 270 my tritt eine etwas breitere um 255 mu. Zu 
dieser Bande steigt die Lichtabsorption, die im Sichtbaren sehr schwach 
ist, kontinuierlich in der Richtung blau — ultraviolett an. 

Barytabbau produkt (CyH,yN,O,). 2mg des im Hochvakuum 
sublimierten Barytabbauproduktes wurden in lO ccm Chloroform 


1O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 258, 496, 1933; 263, 
228, 1933. 
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gelést (Stammlésung). Die Schichtdicke bei der Absorptionsmessung 
war 0,65cem. Zwischen 430 und 450 my wurde die Stammlésung ge- 
messen, in den anderen Spektralbezirken die auf das Vierfache verdiinnte 
Stammlésung. Bei der Berechnung der Absorptionskoeffizienten / 
(Formel vgl. oben) wurde das Molekulargewicht C,H )N,O, = 178 
angenommen. 


In Abb. 4 (gestrichelte Linie) ist das Absorptionsspektrum des in 
Chloroform gelésten Barytabbauproduktes neben dem Absorptions- 


nT jer) 1 
56) | 
$2 








i, 











240 260 280 300 320 340 360 580 YOO 420 $40 YOO 48% SW S00 
Wellenfange 7 mu 
Abb. 4. 
Absorptionsspektrum des Photoderivats C,3 Hy. Ny O, (Lisungsmittel Chloroform) 
- —- ~~ Absorptionsspektrum des Barytabbauprodukts Cg H,9 Ng O» (Lisungsmittel Chloroform 
Ordinaten: Absolute Absorptionskoeftizienten 3 |qem Mole 


spektrum des Photoderivats graphisch dargestellt. Auch das Absorp- 
tionsspektrum des Barytabbauproduktes ist dreibandig. Aber die drei 
Banden sind niedriger und erheblich kurzwelliger als die Banden des 
Photoderivats. Daher kommt es auch, daB die Lésungen des Baryt- 
abbauproduktes weniger gelb gefarbt sind als die Lésungen des Photo- 
derivats. 

In der folgenden Zusammenstellung sind die Lagen und Héhen 
der Absorptionsbanden fiir das Photoderivat, seine Leukoverbindung 
und sein Barytabbauprodukt angegeben. 
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: : Sichtbares 
Ultraviolett (I)  Ultraviolett (II) gpnektralgebiet 


Lage pes kage an Lage oo 
mu Mole mu Mole mu Mole 
Photoderivat in Chloroform . . 270 6.107 350 1,9.107 445 26.107 
Photoderivat in n/10 NaOH . . 270 9.10% 3850 24.107 450 25.10% 
Leukoverbindung des Photoderi- 
vats in verdinnter Natronlauge 255 6.107 — - - 
Barytabbauprodukt des Photo- 
derivats in Chloroform ... 250 | 1,6.10° 330 1,5.107 390 1,2.107 


Absehnitt HI. Vorkommen des gelben Farbstoffs. 

Lebedew-Saft aus Bierhefe ist gelb gefarbt, Lebedew-Saft aus Backer- 
hefe ist fast farblos. Die gelbe Farbe des Bierhefesaftes riihrt nicht 
von Bierresten her. Denn Bierhefesaft ist auch gelb, wenn die Bierhefe 
vor dem Trocknen so lange mit Wasser gewaschen worden ist, bis das 
ablaufende Waschwasser farblos ist. 

Die gelbe Farbe des Bierhefesaftes stammt zu einem groBen Teil von 
dem gelben Oxydationsferment. Packerhefesaft enthalt kein gelbes 
Ferment. 

Trotzdem findet man, wenn man frische Bierhefe und Backerhefe 
mit Methanol-Wasser extrahiert, in den Extrakten gleicher Gewichts- 
mengen Hefe gleichviel Farbstoffkomponente des gelben Ferments. 
Man kann also den Gehalt an Farbstoffkomponente nicht bestimmen, 
indem man Lebedew-Saft mit Methanol fallt und extrahiert, sondern 
man muB die frischen Zellen mit Methanol-Wasser extrahieren. Man 
erhalt dabei den Gehalt an freier Farbstoffkomponente, und es bleibt 
ungewiB, wieviel davon in der Zelle an Kolloid gebunden, also als 
Ferment, vorhanden gewesen ist. 

Extrahiert man frische Hefe mit Methanol-Wasser, so enthalt 
das Methanolextrakt neben der Farbstoffkomponente des gelben 
Ferments noch andere Farbstoffe. Zur Trennung der Farbstoffe be- 
lichtet man in alkalischer Lésung, schiittelt nach dem Ansauern mit 
Chloroform aus, wobei nur die Farbstoffkomponente des Ferments in 
das Chloroform geht, und bestimmt den Farbstoff im Chloroform 
durch Messung der Lichtabsorption fiir die Wellenlinge 445 mu. 

In die Methanolextrakte von Buttersdéure- und Milchsiurebakterien 
gehen auBer der Farbstoffkomponente des gelben Ferments keine Farb- 
stoffe, so da8 man hier die Farbstoffkomponente direkt optisch 
bestimmen kann. Belichtet man dann zur Kontrolle in alkalischer 
Losung und extrahiert nach dem Ansaiuren mit Chloroform, so geht 
die ganze Farbe in das Chloroform, ein Beweis, daB auBer der Farbstoff- 
komponente des Ferments keine Farbstoffe in dem Extrakt waren. 

Fiir beide Falle geben wir im folgenden je ein Versuchsbeispiel. 
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Bestimmung der Farbstoffkomponente des gelben Ferments in Hefe. 

20g frische Backerhefe (Genossenschaftshefe, Berlin N, Schon- 
hauser Allee 176) wurden auf der Zentrifuge mit Wasser gewaschen, 
dann hochtourig dicht zusammenzentrifugiert, mit 200 cem Methanol- 
Wasser (3 Volumen Methanol, 1 Volumen Wasser) tibergossen und 
24 Stunden bei 38° auf der Maschine geschiittelt. Die noch warme 
Lésung wurde zentrifugiert, die iiberstehende gelbgriine Losung unter 
vermindertem Druck eingeengt, bis sie stark schiumte, zweimal mit 
dem gleichen Volumen Chloroform ausgeschiittelt, wobei keine Farbe 
in das Chloroform ging, und dann weiter unter vermindertem Druck 
auf 70 ccm eingeengt, wobei die Lésung nicht mehr schaumte. Die 
70 ccm Lésung wurden mit zchnfach n Natronlauge n/2 in bezug auf 
Natronlauge gemacht, bei 10° 2 Stunden belichtet, mit Salzsaiure an- 
gesiuert (Kongopapier blau) und mit Chloroform ausgeschiittelt, 
wobei im Wasser ein gelblicher Farbstoff zuriickblieb. Die Chloroform- 
lésung wurde auf 10 ccm eingedampft und ergab bei der Absorptions- 
messung 





Wellenlinge Schichtdicke io e In | ! | 
(mu) (em) : d # tem 
430 0,65 1.53 0,66 
445 0,65 1,76 0,87 
470 0.65 1,59 071 


Fir die Wellenlange 445 my ist der Absorptionskoeffizient 


7 t - qem 
$s = —-—-In— = 2.6.10’ . 
f c ld / Mole 
Die Farbstoffkonzentration in der Chloroformlésung war also 
rt 3 i, ] _f Mole 
= . -eh—- = = + OSG ‘ 
pd 1 2.6.10' ecm 


oder die Farbstoffmenge in 10 cem-Lésung 
10 .O.87 


26.10' > 3,35. 10~7| Mole}. 


Da das Molekulargewicht des Farbstoffs 256 ist, so war die Farbstoff- 
menge in den 10 ccm Chloroformlésung in Milligramm 
3.35. 10-7. 108 | 256 = 0,086 mg. 


Die mit Methanol extrahierte Hefe wurde im Vakuumexsikkator 
getrocknet und wog dann 3,7 g. Nimmt man an, dab das Hefegewicht 
durch die Methanolextraktion nicht wesentlich geindert wurde, so 
waren also aus 3,7 g Hefe 0,086 mg oder aus 1 g Hefe 0,024 mg Photo- 
derivat des Farbstoffs gewonnen worden. 
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Bestimmung der Farbstoffkomponente des gelben Ferments in Buttersdure 
bakterien. 

Buttersiurebakterien (Clostridium butyricum des Berliner In- 
stituts fiir Garungsgewerbe) wurden in Malzmaische gezichtet, auf der 
Zentrifuge mit Ringer-Phosphatlésung (Ringer ohne  Bicarbonat, 
Phosphat m/50, px 5,5) gewaschen und hochtourig zusammenzentrifu- 
giert. Das Zellsediment, dessen Volumen etwa 4ccm betrug, wurde mit 
etwa 50 ccm Methanol-Wasser (3 Volumen Methanol, 1 Volumen Wasser) 
iibergossen und 17 Stunden bei 38° geschiittelt. Dann wurde scharf 
zentrifugiert und das Spektrum der griingelben Lésung, deren Volumen 
55 ecm betrug, direkt bestimmt. Folgende Werte wurden erhalten. 














Wellen-  Schieht- Wellen-  Sehicht- 
lange dicke d ‘0 i -In ( . ) lange dicke d fo * In _) ) 
(mu) (em) é d ¢ \cm (mu) (em) ' d Ace 
410 3,2 1,28 0,077 460 3,2 1,46 0,119 
420 32 1,41 0,108 470 , 32 1,39 0.103 
430 3,2 1,46 0,119 489 3,2 1,31 0,084 
440 3,2 1,48 0,123 490 3,2 1,17 0,049 
445 3,2 1,56 0,139 500 3,2 1,08 0,024 
450 3,2 1,51 0,129 

4M Vergleicht man das Absorptions- 

og ,  spektrum (Abb. 5) mit dem Absorp- 

ied tionsspektrum der Farbstoffkompo- 
sd nente des Ferments (Abb. 2), so sieht 

60 man die Ubereinstimmung. 

a Bei der Berechnung der Farb- 
1.) stoffkonzentration aus der Lichtab- 
~ sorption ist zu bedenken, daB hier der 

pit natirliche, nicht der photochemisch 

ad - , : 

id veranderte Farbstoff optisch gemessen 

‘a worden ist, und da®, wahrend die 

al Spektren beider Farbstoffe so gut wie 

pee gleich sind, das Molekulargewicht des 
naturlichen Farbstoffs unbekannt ist. 
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Dialing ne Rechne n wir also dic Mole Farbstoff 

ae 5 mit dem Molekulargewicht 256 in Milli- 

Absorptionsspektram des gelben gramme Farbstoff um, so erhalten wir 
Farbstoffs aus Buttersiurebakterien > . “We 

(Lésungsmittel Methanol-Wasser)  @¢n Farbstoffgehalt in Milligrammen 

Photoderivat. 
Das Trockengewicht der mit Methanol extrahierten Bakterien 
betrug 0,83 g, das Volumen der Farbstofflésung, fiir die 


C -In *o \ — 0,139 


0/7 445 
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var, betrug 55 ccm. Man berechnet daraus (Rechnung wie im vorher- 
zehenden Versuchsbeispiel), daB 0.83 g¢ Bakterientrockensubstanz 
2.94 . 10-7 Millimole = 0,075 mg Farbstoff. 
|g Bakterientrockensubstanz also 
0,091 mg Farbstoff 
enthielten. 

In allen Zellen und Geweben, die wir in der beschriebenen Weise 
untersuchten, fanden wir die Farbstoffkomponente des gelben Ferments. 
Quantitativ haben wir den Farbstoff in den folgenden Zellarten be- 
stimmt: 





Farbstoff pro kg Trocken- 
substanz (berechnet als 


Zellart Photoderivat) 
mg 
Essigbakterien (Bacterium Pasteurianum) . fe nitrate 10 
Backerhefe . Poe's. 0.6 fee. ee Oe ee ee oS ee 24 
Bierhefe (Schultheif-Patzenhofer) . ........ 20 
Milchsiurebakterien (Bacterium Delbriickii) . . . 77 
Buttersdurebakterien (Clostridium butyricum) . . . . 41 


Am Anfang der Reihe stehen die Essigbakterien, die sich von 
den anderen Zellarten auszeichnen durch ihre Unfahigkeit zu garen, 
durch einen groBben Gehalt an oxydationskatalytisch wirkenden Haminen, 
und eine grobe Sauerstoffatmung, die durch Kohlenoxyd und Blau- 
saure vollstandig gehemmt wird. Es ist bemerkenswert, daB diese 
Zellen am wenigsten gelben Farbstoff enthalten. 

Am Ende der Reihe stehen die anacrob wachsenden Milchsaure- 
und Buttersaurebakterien, die stark garen, die nur sehr wenig (Butter- 
siurebakterien) oder kein (Milchséurebakterien) Haimin enthalten und 
die eine kleine Sauerstoffatmung haben, die weder durch Kohlenoxyd 
noch durch Blauséure gehemmt wird. Diese Zellen, in deren Atmung 
der Sauerstoff nicht durch Hamin iibertragen wird. enthalten also am 
meisten gelben Farbstoff. 


Abschnitt IV. Wirkungen des gelben Ferments. 

Wir beschreiben in diesem Kapitel Versuche, aus denen hervor- 
geht, daB das gelbe Ferment das sauerstoffiibertragende Ferment der 
Atmung anaerob geziichteter Milchséurebakterien ist!. Wir schicken 
einige Versuche tiber die sauerstoffiibertragende Wirkung des gelben 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254. 438, 1932. 
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Kerments in Ldésungen voraus, zur Erlauterung und = chemische: 
Erklarung der Erscheinungen, die man bei der Sauerstoffiibertra 
gung in Zellen findet. 


Sauerstof/fiibertraqung in Lésungen. 


Ubertragt das gelbe Ferment Sauerstoff, so wechselt sein Ox) 
dationszustand zwischen Leukoform und gefarbter Form. Die Oxydation 
der Leukoform durch Sauerstoff ist dabei eine direkte Reaktion zwischen 
Leukoform und Sauerstoff. Die Reduktion der gefarbten Form durc}, 
Substrate, die in Zellen verbrennen, ist keine direkte Reaktion zwischen 
Ferment und Substrat, sondern ein katalytischer Vorgang, bei dem 
dialysierbare Co-Fermente und nicht dialysierbare Fermente mitwirken 
Wir nennen sie ,,Zwischen-Co-Fermente’ und ,,Zwischenfermente”. 
weil ihr Wirkungsgebiet das Gebiet zwischen den sauerstoffiibertragenden 
Fermenten und den Substraten ist!. Wir haben sie weitgehend ge- 
reinigt, aber noch nicht in reinem Zustande gewonnen und kénnen 
deshalb iiber ihre Wirkungsweise nichts sagen. Co-Ferment I aus 
Blutzellen und Zwischenferment aus Hefe (vgl. die Abschnitte V und VI) 
benutzen wir, weil sie am reinsten sind, um die sauerstoffiibertragende 
Wirkung des gelben Ferments in Lésungen zu untersuchen. Hexose- 
monophosphorsaure ist dabei das Substrat. 


Entstehung von Wasserstof{peroryd bei der Sauerstoffiibertraqung in 
Lésungen. 

Chertragt das gelbe Ferment in dem System Hexosemonophos- 
phorsiure + Co-Ferment I + Zwischenferment Sauerstoff, so entsteht 
Wasserstoffperoxyd, von dem man in den Endlésungen, je nach den 
Versuchsbedingungen, 20 bis 70% des verbrauchten Sauerstoffs nach- 
weisen kann. DaB Wasserstoffperoxydbildung und Sauerstoffverbrauch 
nicht quantitativ iibereinstimmen, liegt an dem Katalasegehalt des 
Zwischenferments. Wenig Zwischenferment und viel gelbes Ferment 
ist also fiir die Ansammlung des Wasserstoffperoxyds giinstig. Auch 
Hemmung der Katalase durch Blausaure leistet hier gute Dienste. 


Wir bestimmen das bei der Oxydation gebildete Wasserstoff- 
peroxyd, indem wir zu 3cem Reaktionsfliissigkeit 1 cem 20°,ige Tri- 
chloressigsiure setzen, zentrifugieren, und die iiberstehende Fliissigkeit 
mit Titandioxyd kolorimetrieren. 


1 In der vorhergehenden Arbeit haben wir statt ,.Zwischenferment‘ 


die Bezeichnung ,,Ferment des reduzierenden Systems** gebraucht (diese 


Zeitschr. 254, 438, 1932). ,.Zwischenferment“ ist besser, weil der Ausdruck 
chemisch noch nichtssagender ist. 
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Erstes Versuchsbeispiel (viel Zwischenferment ). 





38°. Gasraum 100°, Og. 
I il 
Zwischenferment (aus Hefe) ........24.4-. 1 cem 1 cem 
ee ae ee eee . -~ 7. 
Hexosemonophosphorsaures Kalium (0,3 mol.) . . 0,2 . 0,2 , 
Di; © a6 6 6.8 € 6s + wie ees + i oe 0.2 cem n/10 
Gelbes Ferment (bei fg aus der Birne) ...... 0,0042 mg 06,0042 mg 
(Farbstoff) (Farbstoff) 
Verbrauchter Sauerstoff nach 10 Min. . . 180 emm 206 emm 
‘ ' _ ey fis 284 =, 370 
= . _— a es 357 497 
| 
v v 
enthielt * enthielt 


9iemm H, 0, 362 emm H, O, 
* 1 Mol. H,O. = 22400. 103 cmm. ait a a3 


In GefaB I erschien also 25°, des verbrauchten Sauerstoffs als H,O,, 
in GefaB I], in dem die Katalase durch Blauséure gehemmt war, erschien 
66 °% des verbrauchten Sauerstoffs als H,O,. In GefaB LL wurden 140 emm 
Sauerstoff mehr verbraucht und 271 emm H,O, mehr gefunden. Da 
271/2 innerhalb der Fehlergrenzen gleich dem Mehrverbrauch an 
Sauerstoff ist, so riihrt die ,,Beschleunigung’’ der Oxydation durch 
Blausaure, wie immer in solchen Fallen, von der Hemmung der katalati- 
schen Wasserstoffperoxydzersetzung her. 

Zweites Versuchsbeispiel (wenig Zwischenferment, keine Blauséure). 
38°. Gasraum 100°, Og. 





Dwiechonfosment (aun ele) . 2. ww sce eee ec cesae e* 0.1 com 
Re tae a ew ae aa ie a wt eer we ee wee ee 0.9 
Ee a ee ee eee ee ee ee ee ee 2 
Hexosemonophosphorsaures Kalium (0,3 mol.).....-....- 0,2 
Gelbes Ferment (bei fp aus der Birne) .........-. a 0,007 mg 


(Farbstoff) 


Verbrauchter Sauerstoff nach 10 Min. ....... 31 
ic = ae « Pe ee eee 66 

. a | ee pl Aaser ted rte 126 

a ~~ ee x Oe eee 198 

v 


enthielt 116¢mm H,0, 


Enthielt also die Lésung den zehnten Teil an Zwischenferment 
(also auch den zehnten Teil an Katalase), so wurden ohne Blau- 
siure — 58%, des verbrauchten Sauerstoffs als H,O, gefunden, das 
ist fast so viel, wie in Versuch I bei Gegenwart von Blausaure. 

Aus den angefiihrten Versuchen folgt, daB bei der Sauerstoft- 
iibertragung durch das gelbe Ferment die Gleichung der Oxydation ist: 
Leukoferment + Sauerstoff = Gelbes Ferment + Wasserstoffperoxyd. 
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Sauerstofflose Oxydation in Lésungen. 


Wie molekularer Sauerstoff, so oxydiert auch Methylenblau di: 
Leukoform des gelben Ferments zum Farbstoff!.  Ersetzt man als: 
in einem System, in dem das gelbe Ferment Sauerstoff iibertragt, de: 
Sauerstoff durch Methylenblau, so wird das gelbe Ferment wie vorhe: 
reduziert, aber nunmehr nicht durch Sauerstoff, sondern durch Methylen 
blau reoxydiert. Das gelbe Ferment ist nicht nur ein sauerstoffiibertra 
gendes Ferment, sondern auch ein Ferment der ,,sauerstofflosen Atmung° 

Vergleicht man die Geschwindigkeiten der ,,Sauerstoffatmung 
und der ,,sauerstofflosen Atmung*’, so sind zwei Fille zu unterscheiden 
Ist die Konzéntration des reduzierenden Systems groB, so liegt im 
stationiren Zustande der Sauerstoffatmung das gelbe Ferment. in 
wesentlichen in der reduzierten Form vor. Dann ist geschwindigkeits 
bestimmend die Orydation des gelben Ferments, der Sauerstoffverbrauc!: 
ist abhangig vom Sauerstoffdruck und die sauerstofflose Atmung ist 
gréBer als die Sauerstoffatmung, weil Methylenblau das gelbe Ferment 
schneller oxydiert als Sauerstoff von Atmospharendruck. Ist dagegen 
die Konzentration des reduzierenden Systems klein, so liegt bei der 
Sauerstoffatmung das gelbe Ferment im wesentlichen in der oxydierter: 
Form vor. Dann ist geschwindigkeitsbestimmend die Reduktion des 
gelben Ferments, der Sauerstoffverbrauch ist unabhingig vom Sauer- 
stoffdruck und die sauerstofflose Atmung ist ebensu groB wie die Sauer- 
stoffatmung. Dieser fiir die Theorie der Atmung wichtige Fall soll durch 
ein Beispiel erlautert werden. 





38°. 
Sauerstoffatmung Sauerstofflose Atmung 
Zwischenferment (aus Hefe) .. . 0,1 cem 0,1 eem 0.1 com 0.1 ecm 
WE ¢:.& +6 So 6 6 4 eo ee 6 oF . 09 . an. 0.9 
Co-Perment 1... secs cee 2 © 2 is 2 - 2 
; Hexosemonophosphorsaures Kalium 
Pe as ce es wee x as 02 . es. 02 . 
Gelbes Ferment (bei f° aus Birne) 0,007 mg 0,007 mg 0,007 mg 
(Farbstoff) (Farbstoff} (Farbstoff) 
Methylenblau (bei f° aus Birne). . _ - 2 mg 2 mg 
ee ee eee re Luft | 100 Vol.-%/9 O2 Argon Argon 
blau 
Nach 10 Min... ... . 32 emm 31 emm { nach y 
— rere ee 70. , 66. 25 Min. auch nac} 
4h Deere cae 126 | entfarbt 4 Std. bla 
Ne a ee 202 +, 198 , 
, , 
enthielt enthielt 
116 emm 116 emm 


Hy Og — 58°, Hy, Og 58°, 
des O,-Ver- des O,-Ver- 
brauchs brauchs 


1 O, Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 
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In Luft oder Sauerstoff sind nach 25 Minuten 77 emm Sauerstoff 
verbraucht. 58°, davon 45cemm sind als H,O, erschienen, also 
77 — 45 = 32cmm QO, durch katalatische Zersetzung an den Gasraum 
zuriickgegeben, also 77 + 32 = 109cemm O, primar in 25 Minuten 
verbraucht. 

Sauerstofflos sind bei Gegenwart des gelben Ferments in 25 Minuten 
2mg Methylenblau entfairbt. Das Methylenblau enthielt 2 Molekiile 
Kristallwasser (Molekulargewicht 409). 2 mg Methylenblau sind also 
—_ 22400 
aquivalent -+2 = 110 cemm Sauerstoff. 

409 

Sauerstofflos sind bei Abwesenheit des gelben Ferments 2 mg 
Methyvlenblau in 4 Stunden noch nicht entfarbt. Es sei bemerkt, dab 
bei groBen Konzentrationen an reduzierendem System eine direkte 
Oxyvdation durch Methylenblau, die hier zu vernachlassigen war, neben 
dem Oxydationsweg iiber das gelbe Ferment nachweisbar ist und ins 
Gewicht fallt. 

Dieser Versuch enthalt die Lésung des Problems der sauerstoff- 
losen Atmung. Das Problem der sauerstofflosen Atmung ist nicht, 
warum Methylenblau in atmenden Zellen reduziert wird, sondern 
warum Sauerstoffatmung und sauerstofflose Atmung in bezug auf 
die Endprodukte der Oxydation wi sogar in bezug auf die Ge- 
schwindigkeiten gleich sein kénnen, obWohl doch die beiden Oxydations- 
mittel — Sauerstoff und Methylenblau chemisch verschieden sind. 

Ist nun, wie in Milchséiurebakterien, das sauerstoffiibertragende 
Ferment das gelbe Ferment, so hat man in Sauerstoff: 

Leukoferment + Sauerstoff — gelbes Ferment + Wasserstoffperoxyd 
und sauerstofflos: 
Leukoferment -+ Methylenblau = gelbes Ferment -+- Leukomethylenblau. 


Alles weitere ist bei der Sauerstoffatmung und der sauerstofflosen 
Atmung chemisch identisch, némlich eine Oxydation durch das gelbe 
Ferment. 


Nichthemmung der Sauerstoffibertragung durch Kohlenoxyd und Blausdure. 

Die Sauerstoffiibertragung durch das gelbe Ferment in Lésungen 
ist in keinem der von uns bisher untersuchten Falle durch Blausiure 
oder Kohlenoxyd gehemmt worden. Enthalten die Lésungen Katalase, 
so kann der Sauerstoffverbrauch bei Gegenwart von Blauséure sogar 
groBex sem, weil die katalatische Zersetzung des primar gebildeten 
Wasserstoffperoxyds durch Blausdure gehemmt wird. In solchen Fallen 
(vgl. den Abschnitt tiber Wasserstoffperoxydbildung) findet man in 
den Lésungen, denen Blausiure zugesetzt wurde, so viel mchr Wasser- 


Biochemische Zeitschrift Band 266, 26 
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stoffperoxyd, als man nach dem Mehrverbrauch an Sauerstoff zu 
erwarten hat. 

DaB das gelbe Ferment, dessen Wirkungsgruppe kein Metall ent 
halt, weder durch Kohlenoxyd noch durch Blausiure inaktiviert wird, 
war vorauszusehen. Day gleiche gilt nicht von der Sauerstoffiibertraqgung 
durch das gelbe Ferment, da hierbei ja auch das reduzierende System 
eine Rolle spielt. Es gibt Co-Fermente, die Metall enthalten (vgl. 
Abschnitt V), und so ist es nicht tnméglich, da Falle gefunden 
werden, in denen die sauerstoffiibertragende Wirkung des gelben Fer- 
ments durch Blausaure gehemmt wird. 


Katalytische Wirksamkeit bei der Sauerstoffiibertraqung in Lésungen 
(Wechselzahl). 

Enthalt eine Flissigkeit @ Mole gelbes Ferment und iibertragt 
das Ferment in ihr 6 Mole Sauerstoff pro Minute, so ist b/a die ,,Wechsel- 
zahl“, die angibt, wie oft das Ferment pro Minute seinen Oxydations- 
zustand wechselt. Die Wechselzahl b/a ist unser MaB der katalytischen 
Wirksamkeit. 

Da die Geschwindigkeit der Reduktion des Ferments von der 
Konzentration des reduzierenden Systems und die Geschwindigkeit 
der Oxydation von der Konzentration des Sauerstoffs abhangt, so 
kann man die Wechselzah] — durch Vermehrung der Konzentrationen - 
beliebig steigern. Bei den Versuchen iiber Sauerstoffiibertragung in 
Lésungen war die Sauerstoffkonzentration im allgemeinen die Satti- 
gungskonzentration fiir Sauerstoff von dem Druck einer Atmosphire. 
die Konzentration des reduzierenden Systems war so gewahlt, daB 
das Ferment pro Minute seinen Oxydationszustand 25- bis 50mal 
wechselte. 

Wegen der Wirkung des gelben Ferments in Zellen ist es wichtig 
zu wissen, wie groB die Wechselzah] des gelben Ferments ist. wenn 

ian es in Zellsubstanz Sauerstoft iibertragen liBt. Ist dabei der Sauer- 
stoffverbrauch unabhangig vom Sauerstoffdruck, so hangt die Wechse!- 
zahl ab von der Geschwindigkeit der Farbstoffreduktion. 

Cytolysiert man 1 ccm rote Pferdeblutzellen mit 1 cem Wasser, 
so erhalt man eine Fliissigkeit, in der die Konzentration des reduzierenden 
Systems halb so groB ist wie die physiologische Konzentration. Setzt 
man 0,0024 mg = 0,2lemm* gelben Farbstoff (gebunden an _ sein 
Kolloid) zu, so werden! bei 38° pro Minute 5 emm Sauerstoff auf Hexose- 
monophosphorsiure tibertragen. Die Wechselzah] ist hier also 


5 as 24[ 1 | 
0,21 ~~ +L Minuten 
* 1 Millimol = 22400 emm. 
1 Versuch in Abschnitt V. 
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und ware doppelt so groB in dem nicht mit Wasser verdiinnten Zell- 
inhalt. 

Im Gegensatz zu dem gelben Ferment hat die freie Farbstoff- 
kompenente des Ferments in Ldsungen keinen katalytischen Wert. 
Ob sie unter anderen Bedingungen — etwa wenn sie in Zellen an Ober- 
flichen adsorbiert ist — katalytisch wirkt, ist eine noch offene Frage 
(vgl. die Bemerkung tiber das Spektrum des Farbstoffs in Milchsaure- 
bakterien im folgenden Abschnitt). 


Farbe atmender Milchsdurebakterien '. 

Milchséurebakterien (Bacter. Delbriickii des Berliner Instituts fir 
Garungsgewerbe) wurden in Malzmaische unter Zusatz von Kreide 
bei 43° geziichtet und auf der Zentrifuge durch Waschen mit physiologi- 
scher Kochsalzlésung von den Substanzen des Niahrbodens_ befreit. 
Die Zellen wurden dann mit dem Neunfachen ihres Volumens an 
physiologischer Kochsalzlésung aufgeSchwemmt und in zwei gleiche 
Absorptionstrége von 4 em Durchmesser und 1 cm Tiefe, deren Wande 
planparallel waren, eingefiillt. Die Trége waren durch Kapillarstopfen 
verschlieBbar und enthielten Glasperlen, durch die beim Umschiitteln 
die Zellen gleichmaBig verteilt werden konnten. Wir unterscheiden 
die beiden Trége als den aeroben und anaeroben Trog und bemerken?, 
da8 in keinen der beiden Trége Substrat (Zucker oder Hexosemono- 
phosphorsiure) gegeben wurde. 

Die senkrecht stehende Spirale einer Niedervolt-Metallfadenlampe4 
(15 Volt, 11 Amp.) wurde mittels Kondensor in der Mitte der Trége 
abgebildet. Um Erwarmung der Zellsuspension zu vermeiden, wurde 
in den Strahlengang eine mit 3°,, Kupfersulfat gefiillte Kiivette (Schicht- 
dicke 3 cm) eingeschaltet. Dicht an der Hinterwand der Trége befand 
sich der Spalt eines Handspektroskops. 

Ist der anaerobe Trog, der durch die Kapillare luftdicht ver- 
schlossen ist, in den Strahblengang eingeschaltet, so sieht man spektro- 
skopisch keine Banden. Ist der aerobe Trog, der mit Sauerstoff durch- 


' Kurze Mitteilung dariiber vel. O. Warburg u. W. Christian, diese 
Zeitschr. 260, 499, 1933. 

2 Damit die Bedingungen in den beiden Trégen in jeder Hinsicht 
gleich sind, setzen wir, anders als in der kurzen Mitteilung beschrieben, 
auch den Zellen des anaeroben Troges kein Substrat zu. Der Sauerstoff- 
verbrauch in dem anaeroben Trog ist dann kleiner als bei Zusatz von Sub- 
strat, aber immer noch so groB, daB der Sauerstoff der Suspension nach 
kurzer Erwaérmung auf 38° verbraucht ist. Fiir die optischen Versuche und 
Messungen wurde der anaerobe Trog dann wieder auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt. 

3 Bogenkohlen als Lichtquellen sind zu vermeiden, da sie im Blau und 
Blaugriin Banden haben, die zu Tauschungen Anlafi geben kénnen. 


26 * 
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strémt wird, in den Strahlengang eingeschaltct, so sieht man die Banden 
des gelben Ferments bei 480 bis 490 my und bei 450 bis 460 mu. 

Betrachtet man die Hinterwand der beiden Trége ohne Spektroskop. 
so sieht das Licht hinter dem anaeroben Trog fast wei aus, hinte: 
dem aeroben Trog gelblich, etwa wie hinter einer Gelbscheibe. Offnet 
man dann den anaeroben Trog und leitet Sauerstoff ein, so erscheint 
in wenigen Sekunden die gelbe Farbe, sie verschwindet wieder, wenn 
der Sauerstoff der Suspension verbraucht ist. 

Auch ohne Hilfsmittel kann man den Farbunterschied zwischen 
den aeroben und anaeroben Zellen sehen, wenn man die beiden Trége 
nebeneinander in hellem Tageslicht betrachtet. Dann erscheinen die 
Zellen in dem anaeroben Trog weiB (mit einem Stich ins Roétliche), 
die Zellen in dem aeroben Trog gelblich. 

Zur objektiven Untersuchung der geschilderten Erscheinungen 
eignet sich die in Abb. 6 skizzierte Anordnung, bei der die beiden Trége 
mit spektral zerlegtem Licht bestrahlt wurden. Hinter den Trégen 
befand sich eine Photozelle, deren Ausschlige — fiir jeden Spektral- 
bezirk — fiir den aeroben und den anaeroben Trog elektrometrisch 
gemessen wurden. Waren beide Trége aerob oder beide Trége anaerob, 
so waren die Photomcterausschlige gleich, eine notwendige Vor- 
bedingung der Versuchsanordnung. 


Cy 





Abb. 6. 


Ph Photozelle (Kaliumzelle). 

L Punktlichtlampe (Osram 110 Volt, 7.5 Amp.). 

F Wiarmefilter (3 °/ ig. Kupfersulfat, Schichtdicke 3 em). 

A Absorptionstrog, der die Milchsiiurebakterien (10 vol.-°/9ige Suspension) enthalt. 
M Monochromator. 

B Belichtungsklappe. 


Ist y der Zerstreuungskoeffizient der Zellsuspension und f der 
Absorptionskoeffizient des gelben Farbstoffes, so ist die Abnahme 
der Intensitit i auf dem kleinen Weg dx 

Aerob: —di=t(y-- B).dx (1) 


Anaerob: -- di = i.y.dx 2) 


da anaerob § = 0 ist. 
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Ist ferner % die in einem Spektralbezirk auffallende Intensitat 
und sind ig, und ¢4,¢9, die austretenden Intensitaten hinter dem aeroben 
und dem anaeroben Trog, so folgt aus (1) und (2) 


(3 d 





“— - — + ¥). ‘ 
Aerob: io, == ty. ¢ ? : (La) 
Anaerob: targon = t9.€ *-4 (2a) 
wo d der Lichtweg ist. 
Dividiert man (2a) durch (la). so erhalt man 
targon gd . 
——- =e", (3) 
0. 
1 tar or 
= —-h —S (4) 
d 


4». 


Der Absorptionskoeffizient 8 des gelben Farbstoffes ist also pro- 
} f g } 


: tar on . ‘ ° 
portional In ae ~=6dDa der Lichtweg d nicht bekannt ist, so kann 
to, 


zwar f nicht berechnet werden, wohl aber die Anderung von fp mit 
der Wellenlinge, also das relative Absorptionsspektrum des gelben 
Farbstoffes. DaB dies trotz der Zerstreuung hier méglich ist, verdankt 
man dem giinstigen Umstand, daB die reduzierte Form des gelben 
Farbstoffes so gut wie nicht absorbiert. 

Wir haben mit der Anordnung das Spektrum des gelben Farb- 
stoffes zwischen! 430 und 510 my gemessen und folgende Werte erhalten: 





Elektrometerausschlige (Skalenteile) 





. i ——_—___—_—___—_——— — i / 
Wellenlinge cintant anil Ma ™ aa. 
mu ‘Argon ‘Os Os "0: 
430 3,75 1,70 2,20 0,79 
440 5,88 2,67 2,20 0,79 
450 7,37 3,05 2,42 0.88 
460 9,77 5,12 1,91 0,65 
470 9,65 5,37 1,80 0,59 
480 9,25 5,07 1,82 0,60 
490 9,25 6,20 1,49 0,40 
500 6,72 5,30 1,27 0,24 
510 7,00 6,28 1,12 0,109 


In jedem Spektralgebiet waren die Elektrometerausschlage hinter 
dem anaeroben Trog gréBer als hinter dem aeroben Trog, d. h. anaerob 


' Da die Intensitaét der Lichtquelle nach Blau stark abfallt und die 
Zerstreuung des Lichtes zunimmt, so waren fiir Wellenlaingen kiirzer als 
430 mu die Elektrometerausschlige zu klein. Mit der Bogenlampe als 
Lichtquelle — die Banden des Kohlenbogens stéren bei dieser Anordnung 
nicht — wiirde man voraussichtlich auch das wichtige Gebiet zwischen 
430 und 400 mu messen kénnen. 
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ging in jedem Spektralgebiet mehr Licht durch den Trog als aerob. 
In Ubereinstimmung mit den subjektiven Beobachtungen verschwindet 





OE ica 


also in den Milchstiurebakterien beim 
Ubergang von aeroben zu anaeroben 
Bedingungen ein Farbstoff. 

Stellt man die In-%,/i-Werte als 
Funktionen der Wellenlinge dar, so 


erhalt man das in Abb. 7 gezeichnete 

|  Absorptionsspektrum des Farbstoffs, 

al NI wodurch die subjektiv in lebenden 

Milchsiurebakterien gefundenen Ban- 

J den 450 und 480m auch objektiy 
nachgewiesen sind. 


~~ 


¥10 ¥20 ¥30 0 ¥50 ¥60 ¥70 ¥80 490 S00 3 
Welleniange mn mu 


Abb. 7. Ist das gelbe Ferment in Wasser 
Absorptionsspektrum des sauerstoff- gelist, so liegt das Maximum der 
iibertragenden Ferments, gemessen = 7 # i ee 
in lebenden Milchsdurebakterien. | Absorption (im Sichtbaren) bei 465 mu, 


das Maximum der freien Farbstoff- 
komponente liegt (bei 450m. Da wir in den Zellep450 my als 
Maximum (im Sichtharen) finden, so sind hier entweder die Ferment- 
banden verschobeh oder es wirkt in Zellen auch der freie Farbstoff 
sauerstoffiibertragend. 


Katalytische Wirksamkeit des gelben Farbstofjs bei der Sauerstoffiibertragung 
in Milchsdurebakterien (Wechselzahl). 

Kennt man die Sauerstoffatmung der Milchsiurebakterien und 
ihren Gehalt an gelbem Farbstoff, so kann man berechnen, wie oft 
der gelbe Farbstoff in Milchsiurebakterien pro Minute reduziert und 
oxydiert werden mu8, wenn er den Sauerstoff, der in der Atmung 
verschwindet, iibertragt. 

Mit Hexosemonophosphat als Substrat fanden wir fiir unsere 
Versuchszellen bei 38° einen Q-Wert von 12, d.h. pro Milligramm 
Bakterientrockensubstanz und Stunde wurden 12cmm_ Sauerstoff 
veratmet (b = 0,2 cmm/Minuten). 

Nach Abschnitt IT] enthalt 1 mg Bakterientrockensubstanz an 
gelbem Farbstoff 


—6 


a=77.10°°mg = ~ pe Millimole — 3.1077 Millimole — 0,0067 emm!. 
aI0 


Berechnen wir wie oben die Wechselzahl des gelben }erments, 
so erhalten wir fiir unsere Zellen 


. 


Me Oe aes 
a 0,0067 —  simatan ‘ 


' 1 Millimol 22400 cmm. 
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wahrend wir fiir gelbes Ferment, das cytolysierten Blutzellen zugesetzt 
wurde, die Wechselzahl 50 fanden. Man sieht daraus, dab die Reaktions- 
fahigkeit des gelben Ferments ausreicht, um den bei der Atmung der 
Milchsaurebakterien verschwindenden Sauerstoff zu iibertragen. 


Sauerstoffatmung der Milchsdurebakterien. 

In der Sauerstoffatmung anaerob geziichteter Milchsiurebakterien 
(Bacillus Delbriickii) verbrennt Kohlenhydrat vollstaindig unter Ent- 
wicklung der berechneten Menge Kohlensiiure. Ist die physiologische 
Bedeutung dieser Atmung auch unklar, so ist sie doch hinsichtlich 
der Substrate, die verbrennen, und der Endprodukte, die entstehen, 
der Atmung aerober Zellen vergleichbareemp~ 

Anders als die Atmung der aeroben Zellen wird die Atmung der 
anaerob geziichteten Milchsiurebakterien weder durch Kohlenoxyd 
noch durch Blauséure gehemmt. Das sauerstoffiibertragende Ferment 
der Milchséiurebakterien ist also keine Himinverbindung.  Hierzu 
stimmt, da weder chemisch noch spektroskopisch Haimin in den 
Milchsiurebakterien nachweisbar ist. 

Bei der Atmung anaerob geziichteter Milchsiurebakterien entsteht! 
eine dem verbrauchten. Sauerstoff aquivalente Menge Wasserstoff- 
peroxyd. Methylenblau kann den Sauerstoff ersetzen, die Geschwindig- 
keiten der Sauerstoffatmung und der sauerstofflosen Atmung kénnen 
gleich sein. 

Da nun in anaerob geziichteten Milchsiurcbakterien das sauer- 
stoffiibertragende Hamin der aeroben Zellen fehlt, sie aber besonders 
viel gelbes Ferment enthalten; da man die Keduktion und Oxydation 
des gelben Ferments, also seine sauerstoffiibertragende Wirkung, in 
den Milchséurebakterien sieht; da die in vitro gefundene katalytische 
Wirksamkeit des gelben Ferments gleich der aus Atmung und Farb- 
stoffgehalt fiir Milchsiurebakterien berechneten katalytischen Wirksam- 
keit ist; da schlieBlich alle Besonderheiten der Atmung der Milch- 
siurebakterien — Nichthemmung durch Blausiure und Kohlenoxyd, 
Bildung von Wasserstoffperoxyd, gleiche Geschwindigkeit von Sauer- 
stoffatmung und sauerstoffloser Atmung -—- auch bei der Sauerstoff- 
ibertragung durch das gelbe Ferment in vitro gefunden werden, so 
halten wir es fiir erwiesen, daB das gelbe Ferment das sauerstoff- 
iibertragende Ferment anaerob geziichteter Milchsiurebakterien ist. 


Physiologische Bedeutung des gelben Ferments. 
Durch die Versuche mit atmenden Milchsdurebakterien ist eine 
chemische Funktion, aber nicht die physiologische Bedeutung des 
gelben Ferments erklirt. Denn anaerob geziichtete Milchsiurebakterien 


1 4. Bertho u. H. Glick, Liebigs Annalen 494, 159, 1932. 
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kommen normalerweise mit Sauerstoff nicht in Beriihrung und sie 
gehen, wenn man sie an die Luft bringt, allmahlich unter Wasserstoff- 
peroxydvergiftung zugrunde. 

Es kommt hinzu, daB wir das gelbe Ferment nicht nur in anaerob 
geziichteten Milchsiurebakterien, sondern in allen Zellen finden, ins- 
besondere auch in den Zellen der héheren Tiere (fiir die es nach R. Kuhn, 
P. Gyorgy und Th. Wagner-Jauregg! die Bedeutung eines Vitamins hat). 

In aeroben Zellen spielt das gelbe Ferment als Sauerstoffiibertrager 
keine Rolle. Berechnen wir fiir die fakultativ aeroben Hefezellen und fiir 
die obligat aeroben Essigbakterien aus ihrer Atmung und ihrem Farb- 
stoffgehalt die Wechselzahl, so finden wir: fiir Backerhefe (Qo, == 100, 
Farbstoffgehalt 24mg pro Kilogramm) die Wechselzahl: 4800 pro 
Minute, fiir Essigbakterien (Qo, = 1000, Farbstoffgehalt 10 mg_ pro 
Kilogramm) die Wechselzahl: 19000 pro Minute. also Wechselzahlen, 
die unwahrscheinlich groB sind. 

Yehmen wir an, daB die Wechselzahl des gelben Ferments in 
Biickerhefe und in Essigbakterien gleich der in Milchsiurebakterien 
gefundenen Wechselzahl -- etwa 30 pro Minute — ist, so kénnte das 


1 
aims = 160 und in der 


Atmung der Essigbakterien —s = co des Sauerstoffs tibertragen, 
wozu stimmt, daB die Atmung von Backerhefe und von Essigbakterien 
so gut wie vollstandig durch Kohlenoxyd und Blausaiure gehemmt wird. 
Da das gelbe Ferment in allen Zellen vorkommt, aber die Sauer- 
stoffiibertragung durch das gelbe Ferment entweder, wie in Essig- 
bakterien, quantitativ bedeutungslos ist oder, wie in den anaeroben 
Milchséurebakterien, sogar schadlich ist, so kann die Sauerstoffiiber- 
tragung nicht die physiologische Funktion des gelben Ferments sein. 
Viéelleicht wird das gelbe Ferment im Leben, wenn es zur Leukoform 
reduziert worden ist, in aeroben Zellen? von Ferrieisen, in anaeroben 
Zellen von anderen Stoffen reoxydiert. Hier wie dort wire es dann 
kein sauerstoffiibertragendes Ferment, sondern ein Ferment der Oxydo- 
reduktion, wie bei der sauerstofflosen Methylenblauatmung. 


gelbe Ferment in der Atmung der Backerhefe 


Oxydationstheorien. 
Ist SH, das Substrat, das in einer atmenden Zelle verbrennt, so 
ist die Gleichung der Oxydation nach Wielands Oxydationstheorie# 
=< 


s<i +0, = S+H,0,, 


1 R. Kuhn, P.Gyérgy u. Th. Wagner-Jauregg, Chem. Ber. 66, 317, 1933. 
2 O.Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 
® H. Wieland, Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922. 
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wo H aktivierte Wasserstoffatome des Substrats bedeuten. Z. B. ver- 
brennt Glucose nach dieser Theorie, weil ihre Wasserstoffatome durch 
aktivierende Fermente so aufgelockert werden, daB der molekulare 
Sauerstoff mit ihnen reagiert. 

Es herrscht Cbereinstimmung dariiber, daB Wielands Theorie in 
allen denjenigen Fallen falsch ist, in denen die Atmung durch Kohlen- 
oxyd und Blausiure gehemmt wird. Denn dann reagiert der Sauerstoff, 
der in der Atmung verschwindet, nicht mit dem Substrat, sondern mit 
der Ferroform eines Hamins. 

Aus den Versuchen, die in dieser Arbeit mitgeteilt sind, folgt, dab 
Wielands Theorie nicht minder falsch ist in denjenigen -(selteneren) 
Fallen, in denen die Atmung nicht durch Kohlenoxyd und Blausiure 
gehemmt wird. Denn auch dann reagiert der Sauerstoff, der in der 
Atmung verschwindet, nicht mit dem Substrat. Die Gleichung der 
Oxydation in diesen Fallen ist 
Leukoferment -+ Sauerstoff = Gelbes Ferment + Wasse: . offperoxyd. 


Es ist ein giinstiger Umstand, daB die beiden sauerstoffiiber- 
tragenden Fermente der Atmung Farbstoffe sind und daB beim Cber- 
gang von den reduzierten zu den oxydierten Formen cha*akteristische 
Farbanderungen auftreten. Sowohl die Reaktion des Sauerstoffs mit 
der Ferroform des Hamins!, als auch die Reaktion des Sauerstoffs mit 
der Leukoform des gelben Farbstoffs? kann man heute mit dem 
Spektroskop in atmenden Zellen sehen. 

Streicht man nun, was man tun mu, die direkte Reaktion des 
molekularen Sauerstoffs mit dem Substrat, so verliert auch die 
. Substrataktivierung’’ Wielands ihren chemischen Inhalt. Denn die 
Substrataktivierung ist in der Wéielandschen Theorie definiert als 
Reaktionsfahigkeit gegeniiber molekularem Sauerstoff. Sagt man, 
es bleibe die Aktivierung des Substrats, so sagt man nichts anderes, 
als daB auBer den sauerstoffiibertragenden Fermenten noch andere 
Fermente an der Atmung beteiligt sind. 

Die Wielandsche Oxydationstheorie, nicht minder die ihr wider- 
sprechenden Oxydationstheorien von Hngler und Bach, waren ver- 
friiht, weil, als sie aufgestellt wurden, nichts iiber die chemische Kon- 
stitution der an der Atmung beteiligten Fermente bekannt war. 
Es waren Theorien tiber den Mechanismus chemischer Reaktionen, 
aufgestellt ohne Kenntnis der ReaktionsteiInehmer. Solche Theorien 
kénnen nicht anders als falsch sein, und sie mussen in dem Mabe 
verschwinden, als die chemische Natur der Reaktionsteilnehmer 
d. h. hier die chemische Konstitution der Fermente aufgeklart wird. 


1 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 262, 237, 1933; 266, 1, 1933. 
2 O. Warburg u. W. Christian, diese Arbeit, Abschnitt IV. 
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Absehnitt V. Co-Fermente. 


Unser Ausgangsmaterial zur Gewinnung von Co-Fermenten sind 


rote Pferdeblutzellen, die mindestens zwei, unabhingig voneinander 


wirkende Co-Fermente enthalten. Wir unterscheiden sie als Co-Ferment I 
und If. 
Co-Ferment 11. 

Co-Ferment II wird nachgewiesen, indem man der zu _ priifenden 
Lésung Zwischenferment und hexosemonophosphorsaures Kalium 
zusetzt. Enthalt die zu priifende Lésung Co-Ferment II, so wird die 
Hexosemonophosphorsaéure oxydiert. Das folgende manometrische 
Versuchsbeispiel zeigt, daB die ,,rohe Co-Fermentlésung‘*! Co- Ferment IT 
enthalt. 

38°. Einsatz Kalilauge. Gasraum 100 Vol.-°, O. 





Zwischenferment (aus Hefe) . 1 ecem 1 ecem *1 ecm 1 cem ~- 
Co-Fermentlisung, roh.... 0,5 . is. 28. 2,0 cem 
WN 6 6. ear os oe 6% o~0 2 ecm 15 .  . 
Hexosemonophosphorsaures 

Kalium (0,3 mol.) ..... 0,2 . 03. a | 0,2 ¢em 0,2 eem 
Verbrauchter Sauerstoft 

nach 19Min. . ... Ocmm 158ecmm 30,4emm 50.3emm 0Oemm 

5s m= % ra are e+ 30,4 , |568 , |85,7 , ey 


Fallt man die rohe Co-Fermentlésung mit dem gleichen Volumen 
Aceton, so entsteht ein reichlicher Niederschlag. Die iiberstehende 
Lésung enthalt das gesamte Co-Ferment IT. Verdampft man die iiber- 
stehende Lésung im Vakuumexsikkator zur Trockne, und lést den 
Trockenrickstand in dem Ausgangsvolumen Wasser wieder auf, so 
zeigt sich, da8 die Wirkung von Co-Ferment II durch Eindampfen und 
Trocknen nicht abgenommen hat. Fallt man diese Lésung mit dem 
vierfachen Volumen Aceton, so entsteht ein Niederschlag, der das 
gesamte Co-Ferment II enthalt. Co-Ferment II ist also in verdiinntem 
Aceton léslich, aber in stérkerem Aceton unléslich, eine Eigenschaft, 
auf die man ein Reinigungsverfahren griinden kann. 


Weitgehender ist die Reinigung iiber das Quecksilbersalz. Man 
fallt die rohe Co-Fermentlésung zunachst mit Bleiacetat, wobei Co- 
Ferment II in der Mutterlauge bleibt und dann mit Quecksilber- 
acetat, wobei Co-Ferment II in den Niederschlag geht. Der Queck- 
silberniederschlag wird mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat 
vom Quecksilbersulfid enthalt den gréBten Teil des Co-Ferments IT. 

Beispiel. 140 cem rohe Co-Fermentlésung + dreimal 2,8 cem 
20% ige Loésung Pb-Acetat + einmal 1,4cem 20%ige Lésung von 


' Diese Zeitschr. 254, 438, 1932 (insbesondere 8S. 440). 
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Pb-Acetat. Nach jeder Einzelfallung gut schiitteln und zentrifugieren 
Die tiberstehende Lésung (A) gibt bei Zusatz von Pb-Acetat nur noch 
eine schwache Tribung. 140 cem A + 2] ecem 5°%ige Lésung von 
Hg-Acetat. Zentrifugiert. Hg-Niederschlag mit 700 ccm Wasser 
+ einigen Tropfen Octylalkohol zerschiittelt, bei 0° mit H,S zersetzt, 
vom HgS filtriert, Filtrat zur Entfernung des H,S evakuiert, mit 
14 ccm m2 neutralem Phosphat —- einigen Tropfen n NaOH neutrali- 
siert und unter vermindertem Druck auf 140 ccm eingedampft. 
Die Lésung (B) ist schwach gelb  gefarbt. Die manometrische 
Priifung zeigt, daB bei diesem Verfahren (bei dem sehr viel Be- 
gleitsubstanz entfernt wird) 70°, von der Wirkung des Co- Fer- 
ments IT gewonnen wird. 


Manometrische Priifung. 38°. Einsatz KOH. Gasraum 100°, Og. 





Zwischenferment (aus Hefe) . 1 ecm 1 ecm lecm 1 cem 
Co-Fermaat..s 6+ ee 2s ss oS ae = =~ & + & 2 «6 @ 
Hexosemonophosphorsaures 

Kalium (0.3 mol.)..... 0,2 , 0,2 . 0,2 
m/2 neutrales Phosphat... . 0,2 , _ 


Verbrauchter Sauerstoftt 


nach 10 Min. .... 31 emm 31 emm Oemm 20 emm 
> we ~« Pain sa 60, @-. 42 , 
» 06. ee eee 232 . » = 244 


Die Wirkung des (gereinigten) Co-Ferments II in dem System 
Hexosemonophosphorsaéure -- Zwischenferment wird durch n 4000 
Blausaure stark und durch n/400 Blausaure fast vollstéindig gehemmt. 
Auch in der rohen Co-Fermentlésung hemmit Blausiure die Wirkung 
von Co-Ferment LI. Da jedoch rohe Co-Fermentlésungen oft betracht- 
liche Mengen Methamoglobin enthalten und Methimoglobin Blausdure 
bindet, so sind rohe Co-Fermentlésungen ungeeignet fiir Hemmungs- 
versuche mit Blauséure. 


Weder in den rchen noch in den gereinigten Lésungen wird die 
Wirkung des Co-Ferments IT durch Kohlenoxyd geherumt. Da die 
Wirkung des Co-Ferments II vom: Sauerstoffdruck abhangig ist, so 
ist bei Versuchen mit Kohlenoxyd darauf zu achten, daB der Sauer- 
stoffdruck in dem kohlenoxydfreien Gasgemisch ebensogroB ist, wie 
in dem kohlenoxydhaltigen Gasgemisch. 


‘o-Ferment II wird durch Adsorptionsmittel starker adsorbiert 
als Co-Ferment I. Schiittelt man beispielsweise 10 cem rohe Co-Ferment- 
lésung einige Minuten mit 50 mg Faserton (Merck), so ist Co-Ferment II 
aus der Lésung verschwunden, Co-Ferment I aber in der Lésung zuriick- 
geblieben. 
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Co-Ferment 1. 
Co-Ferment I wird nachgewiesen, indem man der zu_priifenden 
Lésung gelbes Ferment, Zwischenferment und Hexosemonophosphor- 
siure zusetzt und den Sauerstoffverbrauch miBt. 


Um Co-Ferment [ aus Pferdeblutzellen zu gewinnen, entfernen 
wir das Hamoglobin nicht wie friiher mit Alkohol-Chloroform, sondern 
mit Aceton. Die Bariumacetat-Zinkacetatfillung haben wir durch 
fraktionierte Fallung mit Quecksilberacetat ersetzt. Die nunmehr sehr 
einfache Vorschrift zur Darstellung wirksamer Praiparate von Co- 
Ferment I ist folgende: 

Rote Pferdeblutzellen werden auf der Zentrifuge mit 0,9 °,iger 
Kochsalzlésung gewaschen und schlieBlich méglichst scharf zusammen- 
zentrifugiert. 8 Liter der konzentrierten Zellsuspension werden mit 
'6 Litern Wasser cytolysiert und sofort mit 24 Litern Aceton ver- 
etzt. Das niedergeschlagene Hamoglobin wird abzentrifugiert, die 
iiberstehende Fliissigkeit wird mit einem ihr gleichen Volumen Aceton 
versetzt, der Niederschlag durch Faltenfilter abfiltriert und das Filtrat, 
das das Co-Ferment enthalt, unter vermindertem Druck auf 4 Liter 
eingeengt. Gibt man 20 ccm n Essigséiure und 1000 ccm 10 %iges 
Quecksilberacetat hinzu, so fallt ein brauner Niederschlag, der ab- 
zentrifugiert und verworfen wird, da er fast kein Co-Ferment enthalt. 
Zur Mutterlauge gibt man weitere 500 ccm 10°%,iges Quecksilber- 
acetat, zentrifugiert den weiBen Niederschlag, der das Co-Ferment 
enthalt, wascht den Niederschlag auf der Zentrifuge mit 200 ccm 
Wasser, zerteilt ihn in 250 ccm Wasser und zersetzt mit Schwefel- 
wasserstoff. Man zentrifugiert das Quecksilbersulfid ab, wascht es 
mit 250 ccm Wasser unter Durchleiten von Schwefelwasserstoff (15 Mi- 
nuten), vereinigt den ersten AbguB und das Waschwasser, evakuiert 
zur Entfernung des Schwefelwasserstoffs und engt unter vermindertem 
Druck (Bad 40°) auf 100 ccm ein. Fiigt man zu der Lésung das vier- 
bis fiinffache Volumen Aceton, so fallt ein schwerer weiBer Nieder- 
schlag, der das Co-Ferment enthalt. Man laBt iiber Nacht im Eis- 
schrank stehen, saugt ab, wischt mit Aceton und trocknet im Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelsiure. Ausbeute 147 mg (Praparat 4A). 


Zu der Vorschrift ist zu bemerken, daB die Mengen an Quecksilber- 
acetat nicht genau angegeben werden kénnen. Sie sind von Fall zu Fall 
durch einen Vorversuch auszuprobieren. Bei der ersten Quecksilber- 
fallung ist so viel Quecksilberacetat zuzugeben, bis neben dem grob- 
flockigen braunen Niederschlag ein feinerer weiBer Niederschlag er- 
scheint (weiber Ring auf brauner Grundlage beim Zentrifugieren). 


Die Wirksamkeit des Co-Ferments wird manometrisch gepriift. 
Es ist dabei zu bedenken, daB die Oxydationswirkung nicht nur von 
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der Konzentration des Co-Ferments, sondern auch von den Kon- 
zentrationen des Zwischenferments und des gelben Ferments abhangt. 
Die Konzentration des Zwischenferments schwankt, wenn man die 
Lésung vorschriftsmaBig aus Hefe herstellt, nur wenig. Die Konzen- 
tration des gelben Ferments bestimmen wir optisch durch Messung 
der Lichtabsorption bei 465 mu und driicken die Fermentmenge 
durch den Gehalt an Farbstoff aus. 

Bei der Priifung des nach obiger Vorschrift dargestellten Co- 
Fermentpraparates A fanden wir 





38°. Einsatz Kalilauge. Gasraum 100 Vol.-°,, Ox. 
Zwischenferment (aus Hefe) . leem leem leem leem 
Co-Ferment (Praparat A) .. . 0.0064 mg 0,019 mg 0,06 mg 
0! ee ae a 2 ecm 2 ecm 2 ecm 2 ecm 
Hexosemonophosphorsaures 
Kalium (0,3 mol.) .... . i  - 0,2 , 0,2 , 
Gelbes Ferment (bei fg aus Birne) 0.0024 mg 0.0024 mg 0,0024 mg 0,0024 mg 


(Farbstot?) 


Verbrauchter Sauerstoft 
nach 10Min. .... 0cmm 16 emm 44 emm 100 emm 


Wir vergleichen diese Ausschlage mit den Oxydationswirkungen, 
die man erhalt, wenn man die gleiche Menge gelbes Ferment zu dem 
Ausgangsmaterial, cytolysierten roten Pferdeblutzellen, gibt. Es ist 
dabei unwesentlich, ob man noch Zwischenferment zusetzt, da die 
roten Blutzellen viel Zwischenferment im UberschuB enthalten. 


38°. Einsatz Kalilauge. Gasraum 100 Vol.-°,, Og. 





Zwischenferment (aus Hefe) ... 2... s ccc ec scene 1 ecm 
Pferdeblutzellen cytolysiert (1 ccm Zellen + 1 ecm Wasser) . . 2 ecm _ 
Hexosemonophosphorsaures Kalium (0,3 mol.) ........ a2. 0,2 
Gelbes Ferment (bei fo aus Birme) ......-+ +2 ee eee 0.0024 mg 0,0024 mg 
(Farbstoff) (Farbstoff) 
Verbrauchter Sauerstoff nach 10 Min... . ... . 46 emm 52cemm 


0,022 mg Co-Fermentpraparat A geben also — mit gleichen Mengen 
an gelbem Ferment — etwa den gleichen Ausschlag (50 emm in 10 Mi- 
nuten) wie 1 cem Pferdeblutzellen. Wir bezeichnen die. Co-Ferment- 
menge, die unter den Priifbedingungen den Ausschlag von 50 cmm O, 
in 10 Minuten gibt, willkiirlich als Wirkungseinheit. Die aus 8000 ccm 
Zellen gewonnenen 147 mg Co-Ferment enthalten dann rund 
7000 Wirkungseinheiten oder geben bei der manometrischen Priifung 
mit gleichen Mengen des gelben Ferments etwa die gleiche Oxyda- 
tionswirkung wie 8000 ccm Blutzellen. 
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Man kann das Co-Ferment weiter reinigen, indem man 100 mg 
eines Priparats A in 10 ccm Wasser lést und mit 20 °,iger Bleiacetat- 
lésung vollstandig fallt, wobei das Co-Ferment in den Niederschlag 
geht. Man wischt den Niederschlag mit 5ccm 1°;,iger Bleiacetat- 
lésung, suspendiert ihn in 10 ccm Wasser und zerlegt ihn bei 0° mit 
Schwefelwasserstoff. Man filtriert vom Bleisulfid ab, evakuiert das 
Filtrat zur Entfernung des Schwefelwasserstoffs, engt unter ver- 
mindertem Druck ein, fallt mit Aceton und trocknet den Niederschlag 
im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure (Praparat B). Die mano- 
metrische Priifung eines derartigen Praiparats ergab: 


38°. Einsatz Kalilauge. Gasraum 100 Vol.-°, Og. 





Zwischenferment (aus Hefe) 1 eem 1 ecm 1 ecm 
Co-Ferment (Priiparat B) 0,005 mg 0.01 mg 0,03 mg 
Wasser 2 ecem 2 eem 2 ecm 
Hexosemonophosphorsaures Kalium 

(0,3 mol.) os . | Os ..« 


Gelbes Ferment (bei t° aus der Birne) ‘ 0,0024 mg 0,0024 mg 0,0024 mg 
(Farbstoff) (Farbstoff) (Farbstotf) 


Verbrauchter Sauerstoff nach 10 Min. 43 cemm 66 emm 92 emm 


Praparat B enthielt also in 0,0075 mg eine Wirkungseinheit. Dies 
ist die Grenze, bis zu der wir bisher das Co-Ferment I von Begleit- 
substanz befreien konnten. Bezogen auf gleiche Gewichtsmengen ist 
Priparat B etwa 10000mal wirksamer als das in der vorigen Arbeit 
beschriebene Co-Fermentpulver. 


Co-Ferment I ist empfindlich gegen alkalische Reaktion. n lO 
NaOH zerstért das Co-Ferment bei Zimmertemperatur in 1 Stunde 
vollstindig. Bei 0° ist die Schidigung durch n/10 NaOH in kurzen 
Zeiten (Minuten) unwesentlich. 


Bestandiger ist Co-Ferment I gegen same Reaktion. n/10 HCl 
schidigt bei Zimmertemperatur in 1 Stunde nicht, zerstért aber schnell 
bei Siedetemperatur. 


Abschnitt VI. Zwischenfermente. 


Zwischenferment aus Rattenblutzellen! gewinnen wir, indem wir 
das (schwerlésliche) Hamoglobin auskristallisieren lassen, wobei 
Zwischenferment von den Hamoglobinkristallen adsorbiert wird. Bei 
der Elution der Kristalle mit Wasser geht das Zwischenferment in 
Lésung. 


1 O, Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 206, 1931. 
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Zwischenferment aus Lebedew-Saft! gewinnen wir, indem wir 
Lebedew-Saft| mit Wasser auf das Hundertfache verdiinnen und mit 
Kohlensiure sattigen. Dabei fallt ein farbloser Niederschlag, der viel 
Zwischenferment enthalt. Wir lésen ihn unter Zusatz von Bicarbonat 
in einem dem Lebedew-Saftvolumen gleichen Volumen Wasser. Diese 
Lésung ist die ,,Lésung des Zwischenferments aus Hefe“. 

Beide Zwischenfermente sind in wiisseriger Lésung, wenn man 
sie durch Aufbewahren bei 0° vor Faulnis schiitzt, bestaindig. Sie 
kénnen ohne Wirkungsverlust im Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 
siure zur Trockne verdunstet werden. 


'O Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 











Uber die Extraktion eines von Bluthimin verschiedenen 
Himins aus dem Herzmuskel. 


Von 
E. Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 22. September 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das als Kryptohamin! beschriebene Hamin war ein Kunstprodukt, 
entstanden bei der Enteisenung des gewéhnlichen Bluthimins mit 
Ferroacetat und Salzsiure. Ich habe versucht, mit anderen Methoden 
und insbesondere unter Vermeidung der Enteisenung aus Zellen ein 
Hamin zu isolieren, dessen Absorptionsbanden im sichtbaren Teil des 
Spektrums langwelliger sind als die Banden des gewéhnlichen Blut- 
himins. Solche Haimine kommen in Zellen vor als a-Komponente des 
Cytochroms? und als Wirkungsgruppe des sauerstoffiibertragenden 
Ferments®, sind aber bisher aus Zellen nicht extrahiert worden. 

Aus Taubenmuskel sowie dem Muskel des Pferdeherzens wurde 
mit salzsaurem Aceton ein Hamin extrahiert, das in wasserigem Pyridin 
‘ gelést bei der Hamochromogenreaktion eine scharfe Absorptions- 
bande bei 587 my zeigt. Die entsprechenden Himochromogenbanden 
des Phaiohimins 6 aus Chlorophyll* und des ihm nahe verwandten 
Spirographishimins5 liegen bei 584 mu, des gewéhnlichen Bluthimins 
bei 557 mu. 

Das Hamin wurde als Pyridinhimochromogen in Kristallen er- 
halten. Aber es gelang nicht, aus dem umkristallisierten Haimochro- 
mogen das freie Hamin als Chlorferriverbindung zu kristallisieren. Das 
amorphe aus den Hamochromogenkristallen dargestellte Chlorhimin 


1 E. Negelein, diese Zeitschr. 248, 243, 1932; 250, 577, 1932. 

* D. Keilin, Proce. Roy. Soc. (London) 98, 312, 1925; 100, 129, 1926. 
3 F. Kubowitz u. E. Haas, diese Zeitschr. 255, 247, 1932. 

4 


O. Warburg u. W. Christian, ebenda 235, 240, 1931. 
5 O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, ebenda 227, 171, 1930. 
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enthielt 6,5°, Eisen und auf ein Eisenatom vier Stickstoffatome. Ob 
es rein war oder ob ihm eine, durch Kristallisieren als Hamochromogen 
nicht entfernbare Verunreinigung anhaftete, kann ich nicht sagen. 

Die Abb. 1 zeigt den sichtbaren Teil des lichtelektrisch gemessenen 
Absorptionsspektrums. Das Haimin wurde zur Absorptionsmessung 
in 25°%,igem Pyridin gelést und 
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das bei der Himochromogenreak- 

tion den Streifen 587 my zeigt. Eine ahnliche Umlagerungsreaktion 
in saurem Methanol zeigt auch das Spirographishamin, dessen Himo- 
chromogenstreifen hierbei von 584 nach 551 my wandert. 

Gewinnuny des Hamins aus Pferdcherzen. Drei Pferdeherzen werden 
bald nach dem Schlachten der Tiere von anhaftendem Fett  befreit. 
Gewicht: 5,1 kg. Die Muskel werden mit der Fleischhackmaschine 
zerkleinert und das zerkleinerte Fleisch einige Stunden mit flieBendem 
Leitungswasser gewaschen, bis das Wasser farblos ablauft. Nach 
schwachem Abpressen des Wassers soll das Fleisch 85°, des obigen 
Gewichtes haben. Bei fehlendem Gewicht wird die entsprechende 
Menge Wasser zugegeben. 

Das Fleisch wird in drei Chargen extrahiert, wobei auf 1 kg ge- 
waschenes Fleisch 4!/, Liter Aceton kommen, dem kurz vorher 35 ccm 
37 %ige HCl zugesetzt wurden. Das Fleisch wird mit dem sauren 
Aceton 15 Minuten auf der Maschine geschittelt und dann die braun- 
gefarbte Acetonlésung durch ein Faltenfilter gegossen. In zwei 
Vakuumkolben von je 5 Liter Inhalt wird die Acetonlésung bei 40° 


' Uber eine Umlagerung des Phaohimins 6 und des Spirographis- 
hamins in alkalischer Lésung siehe O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 
235, 240, 1931, sowie O. Warburg u. E. Negelein, ebenda 244, 9, 1931. 
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AuBentemperatur eingeengt, bis die Lésung stark schiumt. Dann ist 
etwa ein Drittel der Acetonlésung verdampft. Der Kolben wird ent- 
leert, gewaschen und mit neuer Lésung beschickt. Die eingeengte 
Lésung wird nochmals durch ein Faltenfilter gegossen, um von fettigen 
Niederschligen zu trennen. Das Absorptionsspektrum der braunen, 
salzsauren, wasserigen Acetonlésung zeigt zwei charakteristische Streifen 
im Rot, eine schwache Bande des neuen Himins von 670 bis 680 mu. 
und eine stirkere Bande von 635 bis 652 mu, die dem Bluthimin 
zukommt. 

Aus der acetonhaltigen Lésung 14Bt man das Hamin an Faserton 
adsorbieren. Fiir 1 kg gewaschenen Herzmuskel werden 1,6 g Faserton 
(Merck) verwendet, der vorher einige Male mit Wasser auf der Zentrifuge 
gewaschen wurde. Nach Zugabe des Fasertons wird die Salzsaure 
der Lésung abgestumpft, indem man pro Kilogramm gewaschenen 
Herzmuskel unter Schiitteln allmahlich 92 ccm einer Natriumacctat- 
lésung zugibt, die in l00ccm Lésung 40g CH,.COONa + 3 H,O 
enthalt. Die Farbe schligt hierbei von Braun in Olivgriin um, 
wobei das Hamin vom Faserton adsorbiert wird. Die Lésung mit 
dem Faserton wird noch 15 Minuten auf der Maschine geschiittelt und 
dann der griingefarbte Faserton auf der Zentrifuge abgeschleudert. 
Die Priifung einer Probe der iiberstehenden Lésung durch Zugabe 
von 1/, Volumen Pyridin und etwas alkalischer Hydrosulfitlésung 
zeigt in gréBerer Schichtdicke eine kraftige Bande um 557 my 
(Protohimin) und eine nur sehr schwache Bande um 587 mu. Ein 
Vergleich vor und nach der Adsorption durch Faserton zeigt, daB 
etwa 90°, des neuen Hamins adsorbiert wurden. 

Der Faserton wird mehrmals mit etwa */, Liter essigsaurem Aceton 
(750 cem Aceton + 150 cem Wasser + 60 cem 2 n Essigsiure — 40 ccm 
2n Natronlauge) gewaschen, wobei jedesmal 30 Minuten auf der 
Schiittelmaschine geschiittelt wird. Die Waschung wird fortgesetzt, 
bis eine Abdampfprobe der Lésung nur noch geringen Riickstand zeigt. 
Nun wird der Faserton je einmal mit 75°%,igem neutralem Aceton 
und reinem Aceton kurz gewaschen und dann mit etwa 3/, Liter 
Benzol 30 Minuten geschiittelt. Der Faserton wird auf der Nutsche 
abgesaugt. Zeigt eine Probe nach dem Verdampfen des Benzols 
einen nicht nur minimalen Riickstand, so wird die Waschung wieder- 
holt. Hiernach wird der Faserton in der gleichen Weise mit Chloro- 
form gewaschen. Bei guten Ansitzen haben Benzol und Chloroform 
nach dem Abdampfen nur Spuren von Riickstaénden _hinterlassen. 


Zur Elution des Hamins wird der trockene griine Faserton mit 
120 cem Aceton -+- 3 cem 2 n HCl (schwach kongosaure Reaktion) kurz 
geschiittelt und zentrifugiert. Die dunkelbraune Lésung wird ab- 
gegossen und die Elution etwa viermal wiederholt, wobei jetzt nur 
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noch 18 cem 2n HCl auf 120cem Aceton nétig sind. Insgesamt 
wurden 600 ccm Aceton mit 10 cem 2n HCl verwendet. Die Lésung 
wird filtriert und im Vakuumkolben bei 30° Badtemperatur auf 210 cem 
eingeengt. Eine Probe zeigt bei der Pyridinhimochromogenreaktion 
die beiden Banden 587 und 557 mu etwa gleich stark. Nach Zugabe 
von 90 ccm Wasser (aut 2 Teile Aceton, 1 Teil Wasser) wird die Lésung 
1 Stunde in Eis gestellt. Hierbei fallt ein farbloser Niederschlag, von 
dem abfiltriert wird. Nun werden 2 ccm obiger Natriumacetatlésung 
(= 800mg Natriumacetat) hinzugegeben, wobei das Haimingemisch 
sehr fein amorph ausfallt. Die Lésung wird 1 Stunde kalt gestellt 
und dann scharf zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung bleibt etwas 
gelb gefarbt. Der Niederschlag wird abgesaugt, gewaschen und 
getrocknet. 

Die getrocknete Substanz wird zweimal mit je 10cem Aceton 
verrieben und zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung ist das erste Mal 
etwas dunkel, das zweite Mal wenig gefarbt (verworfen). Das neue 
Hamin ist in neutralem Aceton nur léslich, wenn es als Chlorferri- 
verbindung vorliegt. Der gewaschene Niederschlag wird nun viermal 
mit je 4cem Aceton + 2 Tropfen 2n HCl aufgenommen und zentri- 
fugiert. Ein geringer, wenig gefarbter Niederschlag bleibt zuriick. Die 
stark gefarbte Lésung wird im Vakuum zur Trockne gebracht. Riick- 
stand: 163 mg. 

Der Reinheitsgrad wird spektroskopisch gepriift. 1,63 mg werden 
in 25cem 25°,igem Pyridin gelést und der Sauerstoff durch Argon 
verdrangt. Im Absorptionstrog! werden zu 10 ccm Lésung 2 mg Natrium- 
hydrosulfit (gelést in 0,2cem n/10 NaOH) gegeben. Bei einer 
Schichtdicke von 1,12 em war bei 2 = 587 my die Lichtschwachung 


i 

° = 11,75 oder In ° 2.46. Nach Abb. 1 ist der Absorptions- 
- — , qem , 

koeffizient bei A = 587 mu # = 0,52. 108 , Woraus sich 


g-Atome Fe 
die Konzentration ¢ = 4,2.10-8 Mole des neuen Haémins pro Kubik- 
zentimeter berechnet. Dic Gesamtmenge aus drei Pferdeherzen (163 mg) 
enthalt also davon 1,07. 10-4 Mole. 

Um das neue Hamin vom Protohimin zu trennen, wurde die Sub- 
stanz, in der die Hamine jetzt als Chlorferriverbindungen vorlagen, 
mit etwa 5ccm neutralem Aceton aufgenommen. Der grébte Teil 
des neuen Hamins geht in Lésung, wahrend die Hauptmenge des 
Protohimins ungelést zuriickbleibt. Die Lésung wurde filtriert, mit 
45ceem Benzol versetzt und kalt gestellt. Nach 2 Stunden war ein 
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1930. 


Uber die Form des Absorptionstroges siehe diese Zeitschr. 227, 179, 
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weiterer Teil des Protohaimins in kleinen Kristallen ausgefallen, dis 
auf der hochtourigen Zentrifuge abgeschleudert wurden. Die Lésung, 
die jetzt im wesentlichen das neue Haimin und nur noch Spuren von 
Protohémin enthielt, wurde im Vakuum zur Trockne gebracht. 

Zur Kristallisation der Pyridinhimochromogenverbindung wurd: 
die Substanz in 2cem Pyridin gelést, die Lésung mit 6 ccm Wasser 
und 3 ccm gesattigter NaCl-Lésung verdiinnt und filtriert. Nach Ver 
draingung des Sauerstoffs wurden 0,5 ccm alkalische Hydrosulfitlésung 
(10 mg Natriumhydrosulfit in 0.5cem n5 NaOH gelist) zugegeben 
wobei das Hiimochromogenspektrum erscheint. Sofort bildete sich ein 
Niederschlag von sehr kleinen roten Nadelchen. Beim Erwarmen des 
Kristallbreies auf 40° lésten sich die Kristalle und fielen bei langsamem 
Abkiihlen als lange, sehr diinne Nadelchen wieder aus. Am nachsten 
Tage wurden die Kristalle kalt abzentrifugiert. Zum Umkristallisieren 
wurde der Niederschlag in 0,7 cem Pyridin gelést, die Lésung mit 
0,7 ccm Wasser verdiinnt und nach Verdrangung des Sauerstoffs 
0,5cem der alkalischen Hydrosulfitlésung zugegeben. Dann wurden 
tropfenweise etwa 0,2 ccm gesittigte NaCl-Lésung zugesetzt und die 
Lésung in Eis gestellt. Nach einiger Zeit hatte sich ein Niederschlag 
von langen Nadeln gebildet. Die Kristalle wurden kalt abzentrifugiert. 
der Niederschlag in wenig Wasser gelést und das Himin mit einigen 
Tropfen Eisessig amorph ausgefallt. Der Niederschlag wurde gewaschen, 
in einigen Kubikzentimetern n/20 Natronlauge gelést und das Hamin 
durch Zugabe von etwas verdiinnter Salzsiure als Chlorhimin amorph 
gefallt. Der Niederschlag wurde mit n/10 Salzsiure und Wasser ge- 
waschen und getrocknet. Ausbeute 12 mg. 

Bei der Hamochromogenreaktion sieht man neben der starken 
Bande 587 mu noch eine sehr schwache Bande des Protohimins 
bei 557 mu, das durch die Kristallisation aus wasserigem Pyridin 
nicht entfernt wurde. 
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Bemerkung zu: Zur Bestimmung kleiner Brommengen 
neben groéberen Mengen Chior und Jod. 


Von 


S. H. Bertram!. 


(Eingegangen am 22. September 1933.) 


Von befreundeter Seite (Dr. Dingemanse, Pharmaco-therap. Labora- 
torium der Universitat Amsterdam) wurde ich auf folgendes aufmerksam 
gemacht: Bei meinem Trennungsverfahren kénnen, unter noch nicht 
vollig geklarten Umstanden, nicht unwesentliche Jodverluste in den Vor- 
lagen auftreten. Diese Verluste sind ganzlich zu vermeiden, wenn bei der 
auf S. 204 genannten ,,zweiten Destillation’‘, genau wie bei der letzten 
Destillation, eine mit 2 Tropfen 4n H,SO, und 10 Tropfen 1 °,iger léslicher 
Starkelésung versetzte Lésung von einem kleinen Kristall KJ in 3 cem 
Wasser vorgelegt wird. Die Anwesenheit der Starke vermindert die Fliichtig- 
keit des Jods geniigend. In der Vorlage der ersten Destillation schadet 
ein Jodverlust nicht, weil die aquivalente Menge Brom als KBr erhalten 
bleibt. Die Ziffern von Frl. Dr. Dingemanse haben mich von der Notwendig- 
keit dieser geringen Abanderung vollig iiberzeugt. 


1 Diese Zeitschr. 261, 202, 1933. 











Uber Substanzen, welche die durch Vitasterin hervorgerufene 
Reststickstofferhéhung bei Katzen beeinflussen. 


Von 


Siegwart Hermann und Margot Zentner. 


(Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 22. September 1933.) 


In friiheren Untersuchungen! hatten wir den Nachweis erbracht. 
daf8 Katzen, welche tédliche Mengen von Vigantol erhalten hatten, 
durch Darreichung von Kombuchal gerettet und vollkommen gesund 
gemacht werden kénnen. Kombuchal ist ein Praparat, welches durch 
Vergirung von Zucker in Teeinfus durch eine Pilzgenossenschaft 
(B. xvlinum, B. xylinoides, B. gluconicum Hermann) erhalten wird. 
Einen Hauptbestandteil des Kombuchals bildet die bei der Vergiéirung 
entstehende d-Gluconsiure. Unsere seinerzeitigen Untersuchungen 
befaBten sich insbesondere mit der Wirkung des Kombuchals auf die 
nach Vigantol sich bildenden Verkalkungen, deren Auftreten durch 
das Kombuchal verhindert werden konnte. Fir diese Wirkung haben 
wir in erster Reihe die Gluconséure verantwortlich gemacht. Eine 
Bestitigung dieser Untersuchungen ist durch Windolph? erfolgt. 


Schretter und Haslhofer® fiihren die Vigantolvergiftung auf einen 
uramieartigen Zustand zuriick, wofiir sie Beweise durch Reststickstoff- 
erhéhung bei Kaninchen nach Vigantolgaben erbringen. Als Ursache 
der Reststickstofferhéhung wird nicht eine Nierenschidigung, sondern 
eine Eiweifzerfalltoxikose angenommen. 


Die folgenden Untersuchungen sind darauf gerichtet, die von 
Schretter und Haslhofer bei Kaninchen beobachtete Reststickstoff- 


1 Stegwart Hermann, Klin. Wochenschr. Nr. 38, S. 1752, 1929. 
2 Aloys Windolph, Inaug.-Diss., Erlangen 1931. 
3 Schretter u. Haslhofer, Zeitschr. f. exper. Med. 76, 352, 1931. 
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erhohung einerseits bei Katzen nachzupriifen, andererseits Substanzen 
zu finden, welche die ReststickstofferhGhung nach Vigantolgaben 
verhindern kénnen. 


Nach den giinstigen Erfahrungen, die wir bei derVigantolvergiftung 
mit Kombuchal gemacht haben, war es naheliegend, zuniachst dieses 
Praparat zu unseren Untersuchungen heranzuziehen. Zum Vergleich 
wurde auch die Wirkung ciniger Bestandteile des Kombuchals, und zwar 
Gluconséure, Dextrose und Teeinfus, untersucht. Von organischen 
Sauren wurde Citronensaiure vergleichsweise gepriift. 


Methodik. 

In Kafigen zgehaltene Katzen erhielten stets gleiche Mengen gekochtes 
Pferdefleisch und Suppe, zweimal wéchentlich rohes Pferdefleisch bzw. 
abgekochte Milch. Das Gewicht der Tiere wurde wéchentlich kontrolliert. 
Die Versuchsdauer betrug im allgemeinen 50 bis 70 Tage. Alle zur An- 
wendung gelangenden Substanzen wurden dem Futter beigemischt. Vi- 
gantol (Merck) wurde abwechselnd als Ol und in Form von zerkleinerten 
Dragées verabreicht. Von Vigantol wurden zunachst 20 klinische Kin- 
heiten, von Kombuchal 1 cem verabreicht und dann die Menge allmahlich 
gesteigert. 


Zur Reststickstoffbestimmung wurde Blut der mit Ather narkoti- 
sierten Katzen aus der Carotis entnommen. Vor der Entnahme blieben 
die Tiere durch 24 Stunden ohne Nahrung. Die Reststickstoffbestim- 
mung wurde nach Pregl! durchgefiihrt. 


Ergebnisse. 

Wie aus der folgenden tabellarischen Ubersicht hervorgeht, bewegen 
sich die Reststickstoffwerte normaler, gesunder Katzen um 40 mg-°,,. 
Wird durch langere Zeit mit entsprechenden Mengen Vigantol gefiittert, 
so erhéhen sich diese Werte um nahezu 100%. Wird Vigantol und 
Kombuchal gleichzeitig gegeben, so zeigen die Reststickstoffwerte 
kaum eine Erhéhung. Bei Gluconsiure ist eine Wirkung mit Sicher- 
heit nicht nachzuweisen; denn von fiinf behandelten Tieren zeigten 
nur zwei Reststickstoffwerte, die der Norm nahekommen. Citronen- 
siure, Teeinfus und Dextrose verhindern die Reststickstofferhéhung 
nach Vigantolzufuhr nicht. Bei der Dextrose haben wir allerdings 
zwei nicht itibereinstimmende Werte, so daB in diesem Falle ein 
sicheres Urteil erst nach weiteren Nachpriifungen médglich — sein 
wird. 


Nach der Entblutung wurden die Katzen seziert. Alle mit Vigantol 
allein behandelten Katzen wiesen ausgedehnte Verkalkungen auf. 


1 Pregl, Quantitative organische Mikroanalyse, II. Aufl. Berlin, 
Springer, 1923. 
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Samtliche Katzen, die Vigantol und Kombuchal erhalten hatten, waren 
von Verkalkungen frei. Von den mit Vigantol und Gluconsiure ge- 
fiitterten Tieren zeigte nur eins Verkalkungen der Aorta 


Zusammenfassung. 

1. Viganto] ist imstande, die Reststickstoffwerte bei Katzen um 
100° zu erhéhen. 

2. Wird Vigantol gleichzeitig mit Kombuchal verfiittert, so tritt 
keine Erhéhung der Reststickstoffwerte auf. 

3. Gluconsiure verhindert die Reststickstofferhéhung nur in 
40%, der Faille. 

4. Andere Substanzen, wie Citronensdure, Teeinfus, erwiesen sich 
als unwirksam. 











Zur Methodik der Elektrodialyse. 


(Die Serumelektrodialyse mit der Glykokollmembran.) 


Von 
G. Ettiseh und J. A. de Loureiro. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische (hemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23, September 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Theoretischer Teil. 


In einer friiheren Arbeit! wurden die Grundsatze angegeben, die fiir 
den Verlauf jeder Elektrodialyse (abgekiirzt: ED.) des Serums maBgeblich 
sein miissen, sofern die ED. ihre Aufgabe auf die schonendste Weise soll 
erfiillen k6nnen. Diese Reinigungs- und Fraktionierungsmethode soll namlich 
ihre Produkte in einem Zustande liefern, der von dem mdéglichst wenig 
abweicht, der im nativen Serum vorliegt. 

In derselben Arbeit wurde auch dasjenige elektrodialytische Verfahren 
in allen Einzelheiten beschrieben, das den aufgestellten Forderungen weit- 
gehend entsprach. Zu diesen Forderungen gehérte u. a. auch die: Das 
Serum sollte wiahrend der ED. einen Reaktionsverlauf zwischen ganz be- 
stimmten, gewissermaBen ,,natirlichen** Grenzen autweisen. Die Reaktion 
des Serums durfte nicht starker alkalisch werden, als sie bei Beginn der 
ED. war. An keiner Stelle des ED.-Verlaufes sollte andererseits eine Reaktion 
angetroffen werden von hodherer H'-lonenkonzentration, als sie dem 
isoelektrischen Punkte desjenigen Serumproteins entsprach, der am 
weitesten im sauren Gebiet lag. Die Rechtfertigung so eng eingeschrankter 
Forderungen hinsichtlich des zu durchlaufenden Reaktionsbereiches ist 
in den Ver6ffentlichungen von Ettisch? und Mitarbeitern gegeben. Aus 
ihnen ist zu ersehen, welchen EinfluB weitere Reaktionsverschiebungen aut 
Gestalt, Konstitution und Verhalten der EiweiBmolekiile ausiiben. 


Es kam danach allein der Reaktionsbereich zwischen py 8 und 4,7 


in Betracht. Dabei blieb aber offen, welchen Verlauf das py innerhalb dieser 


festen Grenzen zu nehmen hatte. Der Gegenstand der nachstehenden Aus- 
fiihrungen besteht darin zu zeigen, da man auch diese bislang noch vor- 
handene Unbestimmtheit weitgehend zu prazisieren vermag. Den techni- 


1G. Ettisch u. W. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 


G 
2G. Ettisch u.G. V. Schultz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931; 265, 338, 1933. 
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schen Mitteilungen miissen aber noch einige grundsatzliche Bemerkungen 
zum Verlauf der Serum-ED. vorangeschickt werden. 

Nur der anfdangliche Teil des Gesamtverlaufs der ED., der Teil, 
der von uns als erste Phase bezeichnet worden ist', ist hinsichtlich seines 
pu-Ganges von Bedeutung. Diese erste Phase umfaBt den Zeitraum, 
in dem fast allein die Auswanderung der ,,freien’’ Elektrolyte des Serums 
stattfindet, in der Hauptsache die des NaCl. [Die zweite Phase war die 
der fast ausschlieBlichen Membranhydrolyse der EiweiBkérper. Diese 
liegen als Na-Proteinate vor. Die Auswanderung des Kations (in der 
zweiten Phase) bewirkt hier wegen der Indiffusibilitat des Anions einen 
pu-Sturz relativ tief unter den Neutralpunkt. Dadurch ist die Aus- 
fallung des Euglobulins bedingt. In der dritten Phase lauft die Reaktion 
asymptotisch unter Mitwirkung der Luftkohlensiure ihrem = End- 
punkt zu.] 

Die Art der Elektrolytauswanderung bestimmt in der ersten Phase 
der ED. den Reaktionsverlauf, und die Art der Elektrolytauswanderung 
wieder ist festgelegt durch die beziiglichen Geschwindigkeiten, die 
Anionen und Kationen in den betreffenden Membranen durch das 
angelegte Feld erteilt werden. Die Geschwindigkeiten im reinen Lésungs- 
mittel sind hierbei irrelevant, wie aus folgendem Beispiel hervorgeht: 
NaCl, der Hauptbestandteil der Serumelektrolyte, wiirde bei freier 
Wanderung im elektrischen Feld eine Reaktionsverschiebung ins 
alkalische Gebiet bewirken miissen, da das Cl’-Ion im Einheitsfeld fast 
doppelt so schnell wandert als das Na’-Ion. Elektrodialysiert man aber 
zwischen zwei Pergament- oder Kollodiummembranen, so tritt eine 
Reaktionsverschiebung bis weit ins saure Gebiet (py 3,5) auf. Dariiber 
ist folgende Vorstellung zu entwickeln. 


Durch die kathodische Membran hindurch findet die Auswanderung 
der Kationen statt. An der Mittelkammerfliche dieser Membran wird 
sich daher, da die Bedingung der Elektroneutralitat erfiillt sein muB, 
das H’-Ion hydrolytisch anreichern. Dieses ist auch durch Messung 
feststellbar. Dasselbe muB, wie eine einfache Cherlegung ergibt, an 
der anodischen Membran eintreten. Nur wird sich an der entsprechenden 
Flache, da hier das Anion durchwandert, eine Anreicherung von OH’- 
Jonen einstellen®. Auch dieses AusmafB konnte quantitativ ermittelt 


! G. Ettisch, diese Zeitschr. 171, 454, 1926. 

2 Diese Reaktionsverschiebungen an den betreffenden Membran- 
flachen sind absolut genommen keineswegs erheblich. Das konnte durch 
Messung festgelegt werden. Es stellten sich jeweils Abweichungen von 
etwa 0,5 des gemessenen py-Wertes der Mittelkammer heraus. Am Ende 
der ersten Phase waren diese Werte schon erheblich geringer. Am Ende 
der zweiten Phase war die Differenz meistenteils nicht mehr feststellbar. 
Ein solcher Verlauf ist tibrigens nach allern vorauszusehen. 
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werden. Zufolge der Riihrung wie auch zufolge der allgemeinen thermi- 
schen Bewegung (osmotischer Druck) wird von beiden Membran- 
flichen aus ein Reaktionsgefalle zur Mitte der Kammer herrschen. 
Aus der Superposition beider Einfliisse ergibt sich die durch Messung 
festgestellte endgiiltige Reaktion im gréBten Teil der Mittelkammer. 

Diese Betrachtung uber den Einflu8 der Membranen J4B8t nun 
einiges voraussagen, was praktisch von Bedeutung ist. 


Fiir unsere Verhaltnisse sind zunachst noch folgende Verein-. 


fachungen festzustellen: 

1. In der Mittelkammer befindet sich stets dieselbe Substanz 
(Serum). 

2. Die kathodische Membran ist stets Pergamentpapier. 

Damit sind die Zustande an der Innenflache der Kathodenmembran 
hinsichtlich der H’-Ionenanreicherung festgelegt, und nur die Ver- 
haltnisse an der Anodenmembran sind variabel. Hier gibt es drei Méglich- 
keiten. 

1. LaBt diese Membran das beziigliche Anion relativ schwer durch, 
so wird der Betrag an OH’-Ionen klein sein, der sich an ihrer Innenflache 
vorfindet. Die saure Hydrolyse an der Kathodenmembran bestimmt 
praktisch vollkommen die Reaktion in der Mittelkammer. Man bekommt 
in der ersten Phase der ED. starken Abfall ins saure Gebiet. Typ: 
ED. mit zwei Pergamentmembranen! (oder Kollodiummembranen), 
Abb. 1, Schema I. 

2. LaBt die anodische Membran die Anionen sehr leicht durch, 
noch leichter als die Pergamentmembran die Kationen, so ist die OH’- 
Jonenanreicherung starker als die der H’-Ionen, die Reaktion der 
Mittelkammer nimmt in der ersten Phase den Gang ins alkalische 
Gebiet. Typ: Blutmembran, Hamoglobinmembran?. Abb. 1, Schema IT. 
Da beide Typen fiir die Serum-ED. aus oben dargelegten Griinden 
unbrauchbar sind, wurde nach einer anderen anodischen Membran 
gesucht, nach einer solchen, die dem Fall 

3. gehorcht. Bei diesem sollte die Reaktion, wie oben beschrieben, 
zwischen zwei festen Grenzen verlaufen. Die Ausgangsreaktion des 
Serums sollte die obere px-Grenze sein, der isoelektrische Punkt des 
Albumins die untere. Diese Bedingung erfiillte durchaus die nach 
neuartigem Verfahren hergestellte Albumin-Kollodiummembran?. Bei 
ihr setzt sich der py-Gang aus zwei fast monotonen Verlaufen zusammen. 
Vom Ausgangs-px des Serums herunter zu etwa px 5, und von hier aus 
zum Endwert bei etwa pu 5,5. Das Schema III der Abb. 1 zeigt einen 
solchen Verlauf. 


1 @. Ettisch u. W. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 
* Dieselben, ebenda 216, 401, 1929. 
3 Ebenda 195, 175, 1928. 
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Aus ihm ist zufolge unserer obigen Darlegungen abzulesen, dab 
durch diese Membran die Anionen langsamer hindurchtreten als die 
Kationen durch die Pergamentmembran. Daher die sofortige Ent- 
fernung von der Ausgangsreaktion in Richtung auf die Neutralitats- 
grenze. Daher auch relativ starkere Hydrolyse an der kathodischen 
Membran. Daher auch ist es mit dieser Membrankombination nicht 
moglich, die Reaktion in der Mittelkammer hinreichend lange unver- 
andert beizubehalten, wie dieses fiir manche Falle erforderlich ware. 
Es bleibt also immer noch die Aufgabe: eine Membran zu suchen, die 
einen ED.-Verlauf von der Art des Schemas IV von Abb. | ermdéglicht. 


1. Kolloaum -Membran 
° 





2 bit 

Ft. Abumin- ” 
I. [deale - ° 
&. blycocoll- * 














CHW R BWW Wh HW Mm 
Abb. 1. 
ED.-Verliufe mit den verschiedenen Membrankombinationen. 


(Die Verlaufe sind etwas schematisiert. Die charakteristischen py-Punkte sowie die Zeiten 
sind den beziiglichen Protokollen entnommen.) 


Nun bestimmt die Differenz der Reaktionsverschiebungen an den 
beziiglichen Membranflichen die Reaktion in der Mitte der Mittel- 
kammer. Je naher aneinander die absoluten Werte der H’- und OH’- 
Tonenkonzentration liegen, desto geringer wird die Reaktionsveranderung 
in der Mittelkammer sein. Sind beide Werte — unabhangig von ihrer 
absoluten GréBe — gleich, so bleibt in der Mittelkammer die Reaktion 
erhalten. Da wir die Verhaltnisse an der kathodischen Membran kon- 
stant gesetzt haben, die Auswanderung hier aber rasch erfolgt, mu8, 
wenn der Zweck erreicht werden soll, das Bestreben resultieren, die 
Hydrolyse an der anodischen Membran durch Erhéhung der Durch- 
wanderungsgeschwindigkeit fiir Anionen der der Kationen der GréBe 
nach méglichst anzugleichen. Man wird dann starkere Reaktions- 
verschiebungen an den Membranflachen in Kauf nehmen  miissen. 
Dafiir wird aber 1. die ED. in ihrer ersten Phase in der Mitte der Mittel- 
kammer keine Reaktionsveranderungen zeigen, und 2. rasch zu Ende 
gehen. 

Ist dagegen die kathodische Membran nicht fest vorgegeben, so kann 
man das gestellte Ziel natiirlich auch dadurch erreichen, dali man vor den 
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negativen Pol eine Membran setzt, durch die die Kationen mit verminderter 
Geschwindigkeit hindurchwandern. Dann gleicht man die Hydrolyse an 
dieser Flache der an der anodischen Membran an. Die Reaktionsverinderung 
in der Mitte ist auch hier praktisch Null. Die py-Verschiebungen an den 
betreffenden Membranflichen absolut genommen geringer als im vorigen 
Falle. Die ED. dauert hierbei aber langere Zeit. 

Man erkennt aus dem Schema IV (Abb. 1), das in mdéglichster 
Anniherung erreicht werden soll, deutlich die drei Phasen der ED. 
Man entnimmt daraus ferner, daB das Aufrechterhalten der Ausgangs- 
reaktion nur fiir die erste Phase Geltung haben kann. Aus theoretischen 
Griinden (s. oben) ist dieses fiir die beiden anderen unméglich. In 
dieser ersten Phase werden aber fast nur die nicht an EiweiB gebundenen 
Ionen fast vollstandig entfernt. Wenn man nun die ED. kurz vor Ein- 
tritt der Membranhydrolyse unterbricht, hat man alsdann das Serum 
praktisch elektrolytfrei gemacht, die Ausgangsreaktion dagegen nicht 
oder doch nur sehr wenig geandert. 

Im Dielektrikum sind allerdings dabei erhebliche Anderungen vor sich 
gegangen. Starke elektrische Felder sind mit den lonen ent/fernt worden, 
und es ware daher ein schwerer Irrtum anzunehmen, daB nunmehr die 
Proteine — obwohl nicht, oder doch nur zu einem auferst kleinen Teile 
als feiner Globulinniederschlag ausgefallen — noch vollkommen physikalisch 
unveraindert vorligen'. Fiir eine solche Annahme liéBt die Tatsache, daB 
die Elektrolytkonzentrationen im Serum etwa m/3 betragen, keinen Raum. 
Dariiber muB man sich klar sein, wenn man sich ein Urteil bilden will, was 
man in diesem Kalle dann in der Hand hat. Es kann sehr wohl sein, daB 
die Trennungsvorginge, von denen Soerensen* beim Globulinmolekil spricht, 
physikalisch mit durch die veraénderten Molekiilpolarisationen usw. bedingt 
sind, die die Elektrolytentfernung n. A. mit sich brachte. Eine endgiiltige, 
sichtbare Wirkung tritt allerdings erst in der zweiten Phase nach dem 
Reaktionsabfall infolge der Membranhydrolyse auf, und zwar in der Gestalt 
des ausfallenden Euglobulins. 

Weiterhin 1é8t sich sagen: im Laufe der ED. wird jedes Eiweib- 
molekiil — gema8 dem, was soeben erértert worden ist — sowohl in die 
Gegend starkerer Sauerung als auch in die starkerer Alkalisierung 
gelangen kénnen; denn es wird ja der Inhalt der Mittelkammer durch 
den Riihrer iiberall hingetrieben. Dabei kann das EiweiBbteilchen unter 
Umstianden gezwungen werden, vom Kationenzustand in den Anionen- 
zustand hiniiber- und wieder zuriickzuwechseln. An Gestalt, Konsti- 
tution und Verhalten des Molekiils werden, wie wir aus den Veréffent- 
lichungen von Ettisch® und Mitarbeitern wissen, dadurch Veranderungen 


! Siehe hierzu auch die Ausfiihrungen in der anschlieBenden Mitteilung. 

2 8S. P. L. Soerensen, Kolloid.-Zeitschr. 53, 102, 1930. 

3G. Ettisch, H.Sachsse u. W. Beck, diese Zeitschr. 230, 68, 1931; 
G. Ettisch, H.Sachsse u. B. Lange, ebenda 230, 93, 1931; G. Ettisch u. 
H. Sachsse, ebenda 230, 116, 129, 1931; G. Ettisch u. G. V. Schulz, ebenda 
239, 48, 1931; 245, 189, 1932; Zeitsechr. f. phys. Chem. (A) 164, 97, 1933. 
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hervorgerufen werden, deren Starke abhangen wird 1. von der Stdrke 
der Reaktionsverschiebung an den Membranen, 2. von der Dauer der 
ersten Phase, sowie 3. von der T'emperatur, bei der elektrodialyvsiert wird. 

Soll nun die ED. méglichst schonend erfolgen, so miissen zunachst 
die zu 1. gehérigen Umstande beachtet werden. Von ihnen war soeben 
ausfiihrlich die Rede. Ferner muB entsprechend 3. ein Temperatur- 
anstieg vermieden werden. Schon Kérpertemperatur, etwa 37°C, 
stellt eine ungitinstige Bedingung dar. Zu der Niedrighaltung der 
Temperatur steht aber in gewissem Gegensatz die Forderung 2., die 
nach raschem Verlauf der ED. Ein solcher kann nur erzielt’ werden 
durch Anlegung hoher Spannung. Damit sind aber die Bedingungen 
fiir Temperatursteigerung gegeben und zwar in folgender Weise. 

Wir haben hier mit der Jouwleschen Warme zu rechnen. Thr 
Betrag W ist fiir die Zeiteinheit 

y® 
W=— VJ = = J*R Cal. (1) 
R 

Da der Widerstand R durch den Inhalt der Mittelkammer vorgegeben 
ist, ist also die Warmeentwicklung zunachst proportional dem Quadrat 
der angelegten Spannung bzw. dem Quadrat der Stromstarke J. Danach 
also sollte mit méglichst niedriger Spannung bzw. Stromstarke gearbeitet 
werden. Man beobachtet nun beim Elektrodialysieren einen bemerkens- 
werten Gang in dem Betrage der Stromstarke bei gegebener Spannung. 
Der vorgegebene anfangliche (sehr niedrige) Widerstand in der Mittel- 
kammer und damit die wirksame anfdngliche Stromstarke kann namlich 
nicht konstant bleiben. Zuerst beobachtet man eine Periode des Ansteigens 
der Stromstarke (s. auch Abb. 2 bei Widerstand). Sie hat ihren Grund 
in der nur allmahlichen Ausbreitung der Ionen von der Mittelkammer 
aus zwischen den Membranen und den beziiglichen Elektroden, die ja 
auBerhalb der Mittelkammer in destilliertem Wasser stehen. Schreitet 
dann der Elektrolytentzug fort, so muB der Widerstand dabei ansteigen, 
da ja lonen an den Elektroden entladen, durch die Spiilung fortgefiihrt 
werden und daher fiir den Stromtransport in der Mittelkammer ver- 
loren gehen. Solange man diesen Widerstandsanstieg durch Erhdhung 
der Betriebsspannung (mittels Verinderung eines Vorschaltwiderstandes) 
ausgleichen kann, wird der Strom auf alter Starke bleiben. Dann 
muB aber die Joulesche Wairme nach (1) erheblich sein. Sehr bald 
kann aber der starke Abfall der Stromstarke infolge auftretenden 
Mangels an Ladungstrigern in der Mittelkammer nicht mehr durch 
Spannungserhéhung ausgeglichen werden; denn die Stromstarke sinkt 
wie R,. Da R auBerst rasch steigen mu8, wenn man in den Bereich 
verdiinnter Elektrolytlésung gelangt, kann man praktisch die an- 
gelegte Spannung nicht mehr so stark erhdhen, daB die Stromstarke 
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ihren alten Wert behalt. Jetzt muB sich aber auch W stark verringern: 
denn hier sinkt nach (1) J wie R-*. Eine merkliche Temperaturerhéhung 
kann jetzt nicht mehr eintreten, wie aus (1) leicht berechenbar. 

Im einzelnen betrachtet liegt die Warmequelle in folgendem: Die 
Arbeitsleistung des Stromes J besteht in der Trennung der Na’ von den Cl’ 
und der Bildung, Lésung usw. von NaQH und HCl und auBerdem von 
gasf6rmigen Produkten an den Elektroden. Je héher nun die Spannung 
(oder Stromstarke) getrieben wird, desto mehr Tonen werden in der Zeit 
einheit getrennt, desto mehr NaOH und HC! bilden sich samt gasférmigen 
Produkten, um so schneller verlauft die ED. Desto starker muB aber dann 
die Erwirmung sein, entsprechend dem Jouleschen Gesetz (1). 

Alle diese Vorgange erfordern also grundsatzlich niedrige Betriebs- 
spannung bzw. Stromstirke, eben wegen des Temperaturanstiegs. 
Durch systematische Vorrichtungen wie Einlegen von Kiihlschlangen 
in alle drei Kammern, durch Fortfiihren der Elektrolyseprodukte in 
den Seitenkammern mit gekiihltem Wasser, durch Einsetzen des Elektro- 
dialysiergefaBes in Eis usw. kann man naturgemaB nicht die Ursachen 
der Warmebildung beeinflussen, wohl aber ein starkes Temperatur- 
gefalle nach allen Seiten hin hervorrufen. Dadurch gewinnt man auf 
der anderen Seite die Méglichkeit, mit héherer Spannung zu arbeiten 
und dadurch die Dauer der ED. abzukiirzen. Damit ist zugleich dice 
Kinetik des ED.-Verfahrens von W. Pauli! gegeben, der ja mit ganz 
niedrigen Spannungen arbeitet. Den sich hieraus ergebenden Vorteilen 
steht die tiberlange Dauer der ED. gegeniiber. Die Notwendigkeit, 
iiber diesen zweiten Punkt weitere Ausfithrungen zu unternehmen, 
besteht wohl kaum. Eine ganze Reihe von Umstanden fordert unum- 
ganglich ein méglichst rasches Arbeiten. 


Noch aus einem anderen Grund wurde danach gesucht, die bisher 
gebriuchliche anodische Membran durch eine noch bessere zu ersetzen. 
Die ausgeschiittelte Albumin-Kollodiummembran, die immerhin gute 
Dienste leistete, bedient sich des Albumins als — vermutlichen! 
Membraniiberzuges. Dieses Produkt muB, da es gewohnliches Handels- 
produkt ist, als ein recht undefinierter Kérper angesehen werden. 
Man weiB im Grunde nicht, ob das intakte oder irgendwie veranderte 
Molekiil oder ob nicht schlieBlich Aminosduren allein den eigentlichen 
gewiunschten Effekt hervorrufen. Die Ergebnisse der Arbeit von Lttisch, 
Domontowich und v. Mutzenbecher®, sowie die von Ettisch und Einstein® 
legten den Gedanken nahe, den Versuch mit der einfachsten Amino- 


1 Literatur siehe in Pauli-Valko, Elektrochemie der Kolloide. Wien, 
J. Springer. 

2 G. Ettisch, Domontowich u. P.v. Mutzenbecher, Naturwiss. 18, 447, 
1930. 

3G. Ettisch u. O. Einstein, ebenda 19, 506, 1931. 
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siure, dem Glykokoll, zu unternehmen!.  Erwies sich das Glycin als 
brauchbar, so war die Méglichkeit gegeben, mit diesem definierten 
Kérper Versuche tiber seine eigentiimliche Wirksamkeit auf das 
Kollodium anzustellen; eine Art Modellversuch, der sich auch fiir viel 
andere Fdlle geeignet erweisen diirfte. Man konnte ferner untersuchen, 
was fiir einen EinfluB auf die Membraneigenschaften und somit 
auf die ED.-Verliufe die Vermehrung der Aminogruppen und welchen 
die Vermehrung der Carboxrylgruppen oder irgendwelche Substitutionen 
haben. Man hatte dann gegebenenfalls die Méglichkeit, beliebige ED.-Ver- 
laufe durch Verwendung entsprechender Molekiilarten zu erzeugen. Fiir 
hesondere Faille ware dann stets die besondere Membran vorhanden. 

Die Frage, wie man sich das Zustandekommen bzw. die Struktur 
einer solchen Membran vorzustellen hat, ist vorlaufig noch nicht befriedigend 
zu beantworten. Hervorzuheben, weil eigentiimlich, ist allein der Umstand. 
daB eine getrinkte Membran einen anderen Verlauf aufweist als eine 
Membran, die mit derselben Substanz ausgeschiittelt: wurde ®. 


II. Experimenteller Teil. 
1. Herstellung der Membran. 

Hierbei wurde die von Ettisch®? eingefiihrte Ausschiittelmethode 
angewendet. Dabei setzt das Glykokoll, genau wie EiweiB, die Viskositat 
des Kollodiums stark herab. Der Effekt ist schon bei geringer Glykokoll- 
konzentration (sicher bei 1: 20000) bemerkbar. Er tritt noch aus- 
gepragter bei konzentrierteren Losungen hervor. Nach laingerem Stehen 
wird dann die Glykokollsuspension wieder etwas dickfliissiger, um bei 
Aufschiitteln wieder an Zahigkeit zu verlieren. Die Untersuchung 
ergab, daB mindestens 1 g Glykokoll auf 200006 ccm Kollodiumlésung 
erforderlich sind*, um der Membran den besonderen Charakter zu ver- 
leihen (Glykokollmembran). Steigerte man die Menge des Glykokolls, 
so trat keine andere Wirkung auf, selbst wenn die zugesetzte Menge 
bis auf das 50fache stieg. 

Die Dicke der Membran hat keinen merklichen EinfluB. Mem- 
branen mit der Halfte der gewéhnlichen Menge eines 1: 1 verdiinnten 
Kollodiums, also viermal weniger Substanz enthaltend, lieferten die- 
selben guten ED.-Verliufe wie die der gewohnlichen Dicke. Die Trock- 
nung schlieBlich, solange keine groben Uberschreitungen stattfinden, 


1 Die erste Erwahnung von ED.-Versuchen mit der ,,Glykokoll**- 
Membran, vorgenommen von Ettisch u. A. de Loureiro, tindet sich bei 
G. Ettisch, H. Sachsse u. W. Beck, diese Zeitschr. 230, 77, 1931. 

2 Siehe hierzu auch Ettisch u. Ewig, diese Zeitschr. 216, 401, 430, 1929. 

3 Dieselben, ebenda 195, 175, 1928. 

4 Diese Zah! stellt naturgema®B nur einen Anhalt dar. Das Kollodium, 
als technisches Produkt, wird z. B. Wechsel in seiner Zusammensetzung 
unterworfen sein, und damit kénnte sich dann auch jene Zahl andern. 
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scheint auch nicht maBgebend zu sein. 4S8stiindiges Wassern im Eis 
schrank beeinfluBt die Membran nicht. Wir haben mit derselben 
Membran bis vier ED. gemacht, ohne daB irgendeine Verdnderung im 
Verlauf zu bemerken gewesen ware. 

Von groBer Wichtigkeit ist dagegen das Alter des Glykokolls (; 
der Kollodiumsuspension. Wird eine gewisse Menge Bodenkérper ai 
Glykokoll mit Ko! 
lodiumlésung — gt 
schiittelt, die Fliis 
sigkeit dann al 


gegossen, eine neu 





ft 
Tey Menge Kollodiun 
'. dem Bodenkérpei 
zugefiigt,  daraui 
¥} wieder abgegossen 
yi aman und dieses imLauf« 
in a a | ge eae oy +~«=—«s meehrerer Tag 
—— > Minuten wiederholt, so be 
Abb. 2. merkt man ein 


Wirkungsweise von Glykokoll-Kollodiummembranen aus 
Glykokoll-Kollodium steigenden Alters. 


allmahliche Er- 
schépfung der Gly- 
kokollwirkung bis zur vollkommenen Unwirksamkeit. Auch der Boden- 
kérper ist dann in seinem Aussehen verandert. Er hat nunmehr statt des 
ehemals weiBen, einen gelblichen Farbenton. Auch ist er von harzartige: 
Beschaffenheit. Parallel diesen Verdnderungen gehen solche am Verlaut 
der ED. In Abb. 2 werden pu(t)-Kurven wiedergegeben, die die stufen- 
weise Erschépfung der Wirkung einer tiberschiissigen Glykokollmenge 
auf erneut hinzugefiigte Mengen von Kollodium darlegen. Sie wurden 
im Verlauf von etwa 3 Wochen aufgenommen. Die Frage nach 
der Ursache der allmahlichen Erschépfung des Glykokolls ist kaum 
mit Sicherheit zu beantworten. Hieriiber miBten Untersuchungen 
vorgenommen werden, die die eigenartige Wirkung dieser Aminosaur 
iiberhaupt aufklaren. Dann hatte man gewiB schon einen Hinweis aut 
die Art der allmahlichen Veranderung. Das Aussehen usw. JaBt daraut 
schlieBen, daB das Glykokoll sich in diesem Lésungsmittel langsam 
physikalisch und chemisch andert und damit seine eigenartigeWirksam- 
keit auf das Kollodium verliert. 

Die Vorschrift zur Herstellung der Membran lautet demnach: 

In einem Erlenmeyer-Kolben werden in 50 cem WKollodium etwa 2 mz 
feingepulvertes Glykokoll' yelést, einige Minuten stark geschiittelt, nac! 
kurzem Stehen (etwa 30 Minuten) die Fliissigkeit auf eine ebene Glasplatt: 
gegossen, und zwar etwa 1l5ccm pro Quadratdezimeter. 


' Glykokoll ..Aahlbaum*, 
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Die Glykokollsuspension soll stets erstmalig sein und. wenn nicht 
ganz trisch, so doch héchstens wenige Tage alt. Trocknung und Wasserung 
ertolgen in der tiblichen Weise!.  Ausdriicklich sei darauf hingewiesen. 
daB zu allen Versuchen das Glykokoll Kahlbaum zu verwenden ist. Selbst 
gereinigte, umkristallisierte Substanz kann ebenfalls benutzt werden. 
Doch ist zu beachten, daB das Praparat aut dem Reinigungswege leicht 
verschlechtert werden kann. 

Die noch zu beschreibenden Versuche wurden mit der Elektrodialysier 
zelle nach Ettisch und Ewig? ausgefiihrt. welche etwa 50 ccm faBte. An 
die Elektroden wurden 240 Volt gelegt und mit dieser Spannung so ver- 
tahren, wie die friiheren Mitteilungen angeben (s. auch weiter oben im 
theoretischen Teil). Die mit destilliertem Wasser gefiillte Zelle wies einen 
Widerstand von rund 104 2 auf, d.h. es gingen dann 0,024 Amp. hindurch. 
Nach lange dauernder Leerdialyse konnte dieser .,Wasserwert™’ auf etwa 
0,015 Amp. herabgesetzt werden. Nach kurzem Stehen bei offenem Strom 
stieg er wieder an. Diese Erscheinung. die von uns schon friiher beschrieben 
wurde®, ist auch von anderen Autoren beobachtet aber nicht erklart worden '. 
Sie beruht auf der Gleichgewichtseinstellung zwischen der Absorption von 
Kohlensaure aus der Luft, ihrer Hydratation und Dissoziation in der Fliissig- 
keit, sowie dem Heraustransport® und der Abscheidung der H’- bzw. HCO/- 
lonen an den Elektroden durch das elektrische Feld. Dieses Gleichgewicht 
liegt naturgemaB nicht an der Stelle. wo es bei geéffnetem Strom sich 
hefindet. Es ist, wie leicht zu begreifen, in Richtung kleinerer CO,- usw. 
Konzentrationen in der Mittelkammer verschoben. Daher steigt kurz nach 
Fortnahme des Feldes die Leitfihigkeit des gesamten Systems an, um 
nach kurzer Feldwirkung auf den zugehérenden Gleichgewichtswert wieder 
herabzusinken. 

Daraus ist naturgemaB zu folgern, dab es praktisch keinen Sinn haben 
kann, eine ED. bis zu Widerstandswerten fortzusetzen, die unterhalb 
desjenigen ,,Wasserwertes*’ liegen, den ein hinreichend reines Aqua dest. 
im Zustande des CQO,-Gleichgewichtes zeigt. Dieser ist experimentell 
leicht zu ermitteln. 

Zur Leitfahigkeit des reinen Wassers konnte Serum erst nach 
I? ,stiindiger ED. gebracht werden. Damit ist aber ein mehr oder weniget 
starker. elektroosmiotischer Wassereinstrom in die Mittelkammer vet 
bunden, der in unserem Falle unerwiinscht war; umgekehrt kann man 
diesen Einstrom des Lésungsmittels benutzen, wenn man eine langsame 
Verdiinnung herbeifiihren will. Dabei ist selbst verstandlich auf die eventuell 
entstehende py-Verschiebung zu achten. Daher wurden die meisten Ver- 
suche schon bei einer Stromstarke von 0,035 Amp. als vollkommen aus 
reichend abgebrochen. 

Die anzuwendende Stromstarke wird durch das Verhalten der Tem- 
peratur innerhalb der Zelle reguliert (s. oben, Teil 1). Dabei ist zu beachten, 
da unmittelbar an der Membran, in Elektrodennahe, die Temperatur 


1G. Ettisch, Ronas Praktikum der physiologischen Chemie 2, Berlin. 
J. Springer. 
2 l.c., hergestellt von der Firma F. Fischer d& Roewer in Stiitzer- 
bach i. Th. 

3G. Ettisch, diese Zeitschr. 171, 454, 1926. 

4 Z. B. Toth, ebenda 189, 270, 1927. 

5 Wobei natiirlich ebenfalls wieder die Durchlissigkeit der Anoden- 
membran hierfiir eine Rolle spielt. 
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noch etwas héher sein wird als in der Mittelkammer. Daher ist auch gute 
Riihrung in der Mittelkammer erforderlich. Sie verhindert einmal den zu 
starken lokalen Wirmeanstieg. Sodann sorgt sie dafiir, daB nicht eine 
gewisse Zah!] von EiweiBmolekiilen dauernd in einer Zone verharren, wo 
auBer erhéhter Temperatur auch noch — gegeniiber der Mitte der Kammer — 
veriinderte Reaktionsverhiltnisse herrschen, die Veraéndcrungen an den 
EiweiBmolekiilen hervorzurufen imstande sind (s. oben). Durch Einlegen 
von Kiihlschlangen in alle drei Kammern, sowie auch durch Beschleunigung 
des Spiilstromes wird man fiir einen mdéglichst starken, sowie mdéglichst 
giinstig gerichteten Temperaturabfall sorgen. Die zu beobachtende Tem 
peratursteigerung in dem Augenblick, wo die Leitfahigkeit zu sinken beginnt, 
ist im theoretischen Teil behandelt worden. In einem kurzen Zeitraum 
muB also aut die Temperatur geachtet werden (wir lieBen noch 37° zu?). 
Die optimale Spiilgeschwindigkeit in bezug auf Fortfiihrung der Elektro- 
lyseprodukte erkennt man leicht daran, daB bei Verstarkung des Wasser- 
stromes der Widerstand der Zelle nicht weiter ansteigt. Um eine Zahl 
hierfiir zu nennen: in den ersten 40 Minuten lieBen wir 4 Liter Wasser, 
also 50cem pro Minute je Elektrodenkammer durchflieBen. Von hier ab 
kann die Spiilung ohne Nachteil verlangsamt werden, so daB die gesamte 
ED. (75 bis 80 Minuten) mit einem Verbrauch von etwa 5 Liter Wasser 
vollzogen werden kann. In diesen 40 Minuten werden dann nur 20 ccm 
pro Minute je Elektrodenkammer bendtigt. 

Im typischen Protokoll 1 wird ein ED.-Verlauf wiedergegeben. 
Neben Stromstarke und Klemmenspannung ist der Zellenwiderstand 
angegeben, der, als das Verhaltnis beider GréBen, ein anschauliches 
Bild von den Vorgangen in der Mittelkammer abgibt. Man erkennt 
aus den Angaben: 

Protokoll 1. 
Ausgeschiittelte Glykokoll-Kollodiummembran vor der Anode, 
Pergament vor der Kathode. 
50 cem Diphtherieheilserum Behring, ohne Konservierungsmittel, 8 Tage alt. 





Versuchs- Zellen- 
dauer widerstand Pu Refraktion Bemerkungen 

Min. 2 

0 7,8 61,5 Klares, helles Serum. 

5 130 7,8 61,4 Verschiedener Widerstand, !/, Lampe 
10 125 7,7 59,8 Fortwihrendes Riihren des ganzen 
15 125 7,7 59.8 Zelleninhaltes. 

95 140 7,21 59,5 Leichte Triibung. 

30 200 69 59.5 Starke, stabile Triibung, 4 Liter Spiil- 
wasser verbraucht. Widerstand ent- 
fernt. 

35 950 5,6 48.8 Milchige Triibung, die sich beim Stehen 

45 2400 5,5 45,8 ——— 

55 4000 5.6 45.1 Weifer, feiner Globulinniederschlag am 

60 6000 56 43.7 Boden der Kammer.  Filiissigkeit 

pain : go ’ gelber als das Ausgangsserum. 6 Liter 

75 7209 5,62 41,2 Spiilwasser verbraucht. 


' Nach neueren Arbeiten von Ettisch und G. V. Schulz (erscheint dem- 
nachst) ist diese Temperatur bereits als eine von ungiinstiger Héhe an- 
zusehen. 
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1. Die verhaltnismaBig kurze Dauer der ED., die auf die gute 
Durchlassigkeit der Glykokollmembran fiir die Anionen zuriickzufiihren 
ist (s. hierzu vergleichsweise die verschiedenen Verlaufe in Abb. 1). 
In 35 Minuten ist der py-Endwert erreicht, die ED. praktisch zu Ende 
Der Widerstand der Mittel- 
kammer steigt zwar noch an, 4 
es werden auch sicher noch ¢ 
Elektrolyte entfernt. Man ¢ 
muB aber beachten, daB man 7 | all 
sich einmal schon in dem _ ; 
Bereich befindet, wo es sich 
fast nur noch um die oben 











erwihnte Entfernung von , 
HCO,- und H’-Ionen handelt. . 4 
Zum anderen findet, wie friiher pee. 

schon beschrieben!, hier deut- 
lich erkennbar ein elektro- J 
osmotischer Einstrom von Abb. 3 

verde Qerde od Ce eT 
aus diesem Grunde weder der dialyse mit anodischer .Glykokoll*-Membran 
Anstieg des Widerstandes, 

noch das Absinken der Refraktion iiberschatzt werden. Daher ist es 
gewiB iiberfliissig, die ED. weiter als bis dahin zu fiihren. Das Globulin 
ist ebenfalls nach etwa 35 Minuten vollkommen ausgefallt. Dicse 
Dauer zeigte sich bei Anwendung von 50 ccm Serum als durchaus 
konstant. 

2. Ist hier das rasche Ansteigen des Zellenwiderstandes charak- 
teristisch, dessen Kurve fast spiegelbildlich zur pu- baw. der Refraktions- 
kurve verlauft. 

3. Ist der pu-Verlauf von Bedeutung. Innerhalb der ersten 20 Mi- 
nuten andert sich der pu-Wert iiberhaupt nicht. Nach weiteren 10 Mi- 
nuten, also nach fast 90°, der praktischen ED.-Dauer ist der pa-Wert 
von 7,8 auf 6,8 gefallen. Das bedeutet eine Anderung von 0,000000 1 Mol 
pro Liter (10-7 mol.). In weiteren 5 Minuten sinkt die Reaktion aut 
den pu-Endpunkt. In ganz kurzer Zeit wird dabei der wesentliche 
Teil des Globulins ausgefallt. Ein solcher Verlauf kann fiir viele Unter- 
suchungen von Bedeutung sein. 

SchlieBlich sei noch berichtet iiber Versuche mit getrockneter Glykokol! 
Kollodiummembran (Protokoll 2). Sie wurde aus einer gewOhnlichen. 
gewasserten Glykokollmembran durch vorsichtiges Trocknen  erzielt 
Auffallend ist ihr auBerordentlich groBer Widerstand, der nicht genau 
gemessen wurde. aber auf iiber 500 2 geschatzt werden kann. Diese 


' Ettisch u. Ewig. diese Zeitschr. 216, 401, 430, 1928. 
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Protokoll 2. 
Angeschittelte Glykokollmembran vor der Anode, Cellulose 
membran (aus Ramifasern) vor der Kathode. 


(Serum von Protokoll 1.) 





Zellen- 


Versuchsdauer widerstand Pu Bemerkungen 

Min. 
0 -— 7,52 Klares helles Serum 

10 150 6,88 Klar. 
15 110 6.45 Leicht triibe 
20 180 5.76 Leichte homogene Triibung. 
25 180 5,40 Milchige Triibung in der Mittelkammer 
30 240 5,15 
35 650 5,29 Schwichere Triibung 
40 950 Triibung wieder stirker. 
50 3500 5,32 Regelmabige Ausfillung 
60 6000 » be 
75 8000 5,42 


vroBbe Widerstand bewirkt eine auberordentliche Verlangerung der ED. 
mit entsprechender, betrachtlicher, elektroosmotischer Wasserwanderung. 
Doch sinkt das py auch bei der sauersten Probe nicht unter die zulassige 
(rrenze einer ED. mit zulassiger, anodischer Membran. Die Wirksamkeit 
der Membran wird also auch durch voéllige Troecknung nicht beeintrachtigt. 

Als Anhang méchten wir noch ein Protokoll anfiihren, das tiber da- 
Verhalten einer Membran aus reiner Cellulose, hergestellt nach einem Ver 
tahren von Ettisch und Hellriegel', berichtet. Sie wurde vor die Kathode 
vesetzt. 


Protokoll 3. 


(retrocknete Glykokollmembran vor der Anode, Pergament vot 
der Kathode. 





Versuchsdauer anne 
‘ widerstand Reaktion (geschitzt) Bemerkungen 

Min. 2 

0 12 000 neutral 

19 6 009 gs 

20 1 609 x 

40 750 schwach sauer Sechwache Triibung. 

45 890 “ > 

55 750 Lackmus, rot Sehr fein verteilter Niederschlag 
70 959  kongorot, unverandert 

80 1100 io Der Niederschlag wird nicht auf- 
90 1 800 Pu 4.65, gelost, aber die Fliissigkeit ver- 
100 3700 elektrometrisch, ————— 
110 5 800 Lackmus wenig rot 
120 6 909 


Die Cellulosemembran verhalt sich nicht wesentlich anders, als eine 
Pergament- oder Kollodiummembran sich vor der Kathode verhalten wiirde. 


' G. Ettisch u. FE. Hellriegel, diese Zeitschr. 248, 65, 1932. 
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Zusammentassung. 

1. “uf Grund einer Reihe theoretischer Erérterungen tiber Mem- 
brandurchlassigkeit, Stromwarme u. a.m. lassen sich die beim Verlauf 
der Serum-ED. hervortretenden Erscheinungen deuten. 

2. Ferner kann man die Bedingungen angeben, unter denen 
ED.-Verlaufe von vergegebener Art eintreten wiirden. 

3. Stellt man eine Membran her durch Ausschitteln einer Kollodium- 
losung mit festem Glykokoll und benutzt sie als anodisches Diaphragma, 
so erhalt man mit 50cem Serum einen ED.-Verlauf, der 

a) praktisch nach 35 Minuten beendet ist, 

bh) in der ersten Phase (etwa 30 Minuten) seine Ausgangsreaktion 
so gut wie unverandert beibehalt, ohne daB Eiwei in nennens- 
werten Mengen ausfallt. 

In der zweiten Phase in etwa 5 Minuten die Endreaktion er- 


reicht und auBerdem hier bereits praktisch elektrolytfrei ist. 
$. Setzt man vor die Anode eine vollstandig getrocknete Glykokoll- 
Kollodiummeimbran, so wird der py-Endwert erst nach Janger Zeit 
erreicht. 
5. Setzt man vor die Kathode an Stelle von Pergament eine 
Cellulosemembran, so ergibt sich nichts wesentlich Neues 








Zur Frage der Serumfraktionierung durch Elektrodialyse. 





Von 


Gi. Ettisch. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 23. September 19335.) 


Gegeniiber den vielfiltigen Bemiihungen um _ Vereinfachung. 
Prazisierung, Erkenntnis usw. der elektrodialytischen Methode zu 
Serumfraktionierung, die u. a. auch in den vorstehenden Ausfiihrungen 
zum Ausdruck kommen, wird gewiB die Frage aufgetauch: sein: Hat 
denn das alles iiberhaupt noch Zweck und Ziel? Hat sich denn nicht 
die ED. — zum mindesten als Methode der Fraktionierung der Serum- 
proteine -- als ein erledigtes, unbrauchbares Verfahren erwiesen! / 

Wir glauben, die Sache verdient es wieder einmal zur Erérterung 
gestellt zu werden. Auf allen zugehérigen Gebieten sind in den letzten 
Jahren so erhebliche Fortschritte erzielt worden, daB heute die Dinge 
klarer und definierter erkennbar sind, als es ehedem méglich war. Wir 
wollen daher hier den Versuch unternehmen festzustellen, ob die Methode 
der Elektrodialyse (Abkiirzung hierfiir: ED.) neben anderen Fraktio- 
nierungsverfahren, besonders neben der Aussalzung mit (NH,),SO,. 
noch Bestand haben kann. 

Zuerst muB bei diesem Bemiihen auf die Methode eingegangen 
werden, die die eigentlichen sachlichen Unterlagen fiir eine gewandelte 
Urteilsbildung lieferten®. Sie liegen in den Ergebnissen der Unter- 
suchungen von v. Mutzenbecher® mittels der Ultrazentrifuge. Wird aber 
die Methode der U. (Abkiirzung fiir Ultrazentrifuge) als die entscheidende 
herangezogen, so mu8 sich naturgemaB die Frage ergeben, inwiefern 
sie die Rolle des Schiedsrichters zu spielen imstande ist. Stand oder 
steht sie bereits auBerhalb jeglicher Diskussion, ist sie iiber jede Kritik 
erhaben / 





' S. hierzu z. B. H. Freundlich, Kapillarchemie, IV. Aufl. 1932. 

2 S.z. B. R. Stern, Centralbl. f. Bakt. 75, 572, 1923; diese Zeitschi i 
144, 115, 1923. Hier noch wurde der ED. der Vorrang vor allen andere | 
Fraktionierungsmethoden zuerkannt. 

3 Pov. Mutzenbecher, diese Zeitschr. 235, 425, 1931. 
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Die Verbesserungen, von denen wir sprachen, betrafen aber auch 
die U.-Methodik, und gewiB kann man hier noch weiteren Vervoll- 
kommnungen entgegensehen. Dennoch gibt es heute noch Dinge, vor 
allem beziiglich hier interessierender Fragen der Serumfraktionierung, 
iiber die diese Methode noch keine klare, definierte Antwort zu geben 
vermag, Fragen, deren Beantwortung sogar die Arbeiter an der U.-Me- 
thode auf die Zeit erlangter weiterer Verbesserungen verschoben sehen 
méchten. Dabei ist aber zu bemerken, da8 bei Benutzung der bereits 
eingetretenen Verbesserungen die Methode der ED. relativ, d. h. gegen- 
iiber der Salzfallung, erheblich an Geltung gewonnen hat!. Das wird 
aus dem Nachstehenden noch klar genug hervorgehen. Als durchaus 
optimistische Verteidiger der ED.-Methode diirfen wir daher den 
weiteren Verbesserungen der U.-Methode erwartungsvoll entgegensehen. 

Die Ergebnisse der U.-Methode sind, wie ihre Bearbeiter stets 
hervorheben, allein physikalisch verwertbar. Fiir chemische Aussagen 
reichen sie nicht aus. So haben z. B. alle Serumalbumine gleiches 
Molekulargewicht (MG.), obwohl sie chemisch erheblich voneinander 
abweichen. Aber nicht nur dieses — alle Serumalbumine haben dasselly 
MG. wie alle Hémoglobine! 

Wenn also die Produkte irgendeiner Fraktionierungsmethode in 
der Ultrazentrifuge dieselben Ergebnisse liefern wiirden wie die einer 
zweiten Darstellungsweise, wire doch der SchluB auch auf strukturell: 
Cbereinstimmung fiir die ‘beiden Fille kaum ohne Zustimmung noch 
anderer Methoden zulassig. Dieses gilt auch fiir den Fall, daB die eine 
Methode etwa in der Fallung mit Ammonsulfat besteht, die andere in 
der Ultrazentrifugierung des unverdnderten Serums. Fande man also 
z. B., daB die )/,-Sattigungsfraktion mit (NH,),SO, schon nach der 
ersten Fallung beim Ultrazentrifugieren dieselben Ergebnisse zeigte 
wie die Ultrazentrifugierung des unveranderten Serums, ware die 
Aussage des Vorliegens auch chemischer Identitaét doch noch nicht 
bindend. 

Nachdem somit der Kompetenzbereich der U.-Methode fiir unsere 
Falle klar abgesteckt ist, konnen wir die Ergebnisse der Fraktionierung 
durch Salzfallung vergleichen mit denen durch ED., unter — nunmelh 
eingeschrankter — Anerkennung der U.-Methode als Schiedsrichterin 
Man wird dabei naturgema8 nur das einander gegeniiberstellen kénnen. 
was man auch auf beiden Wegen erhalt. 

Zunachst liefert die ',-Sattigung mit (NH,),SO, das sogenannte 
»Euglobulin’*. Ob zu solcher Einteilung Berechtigung vorliegt oder micht 
spielt in diesem Zusammenhang keine Rolle: denn es handelt sich 
allein um einen Vergleich dessen, was uns als gegeben vorliegt. LD. 
Priifung in der U. ergab die Polydispersitdt dieser Fraktion. Denselben 


1 P. v. Mutzenbecher. diese Zeitschr. 266, 226. 1933. 
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Charakter hatte das durch ED. gewonnene ,,Euglobulin’’. Der Angabe, dali 
hierbei auBerdem noch allem Anschein nach eine Denaturierung stattfindet. 
mochten wir aus den folgenden Griinden keine besondere Bedeutung 
heilegen. 1. Der Begriff -der Denaturierung ist keineswegs exakt definiert 
und wird daher ganz willkiirlich auf héchstwahrscheinlich cChemisch durch- 
aus unterschiedliche Vorgange verwendet. 2. Er wird meistens mit einer 
verinderten Léslichkeit in dem urspriinglichen Medium in Zusammen- 
hang gebracht und dabei die Irreversibilitaét der Léslichkeit als MaB ode 
Kennzeichen der Denaturierung benutzt. Es kann aber leicht gezeigt 
werden. daB bei vielen solchen Versuchen die wahren auBeren Bedingungen 
fir Reversibilitat gar nicht gegeben waren, die Nichtumkehrbarkeit wo- 
moglich also nur eine scheinbare war. Dem entspricht, dali neuerdings 
unter exakteren Versuchsbedingungen die Denaturierung sich in) immer 
weiterem Umfange als umkehrbarer Vorgang herausstellt, waihrend ehemals 
jede Denaturierung als irreversibel galt. Vielleicht ist es nur eine Frage 
systematischer Untersuchung, wieweit der Begriff Denaturierung unter 
exakten Bedingungen iiberhaupt noch zu halten ist. 3. Im unserem be- 
sonderen Falle ist schlieBlich darauf zu verweisen, dali auch hier die An- 
gaben der Autoren hinsichtlich der Wiederléslichkeit auseinandergehen. 
R. Stern! z. B. konnte in Normosallésung das durch ED. ausgefallene 
.Euglobulin® glatt wieder lésen. Aus allen diesen Umstinden folgern wir 
die Berechtigung dafiir, die Feststellung einer vermutlichen Denaturierung 
noch nicht fiir wesentlich zu halten. 


Die ED. liefert als geléste Stoffe das Gemisch von Paraglobulin 


und Albumin, und zwar salzfrei, wihrend nach der ' ,-Sattigung mit 
(NH,),SO, Paraglobulin + Albumin in ! 4-gesdttigter Lésung dieses 


Salzes zuriickbleibt. 

Die U.-Methode zeigte schon?, daB durch die Aussalzung keine 
monodispersen Fraktionen erhalten werden. Es entstehen  hierbei 
Spaltstiicke von sehr geringem MG. Der Bruchteil der Fraktion, dem 
dieses zust6Bt, ist zwar bei | ,-Sattigung mit (NH,),SO, noch nicht 
groB, indes zeigt sein Auftreten, da die Aussalzung grundsitzlich 
zu’ schweren Eingriffen, ja zu volliger Zerst6rung des Molekiilaufbaues 
fiihrt. Die schwerwiegende Veranderung trifft hauptsachlich das 
Albuminmolekiil®. Der Riickstand aus der ED. des Serums, das salzfreve. 
geléste Gemisch von Albumin und Paraglobulin zeigt dagegen 
folgendes: 

1. Sein Paraglobulinantedl stimmt vollig iberein mit dem entsprechenden 
Anteil des ultrazentrifugierten, unveranderten nativen Serums. 

2. Der Albuminanteil hat die Neigung zu assoziieren, gewiB keine 
schwerwiegende Veranderung. Von ihr steht im iibrigen durchaus zu er- 
warten, daB sie riickgaingig zu machen ist. 

Will man nun Albumin und Paraglobulin trennen, so ist man bis 
gegenwartig auf die Aussalzung durch | ,-Sattigung mittels (NH,),.SO, 


1 R. Stern, |. ce. 
2 Pov. Mutzernhecher, |. ¢. 
3 Derselhe, |. ¢. 
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angewiesen. Hierbei nun zeigt die Fallungsmethode ganz deutlich ihren 
zerstorendes, Charakter. 20°. des Gesamtalbumins war bereits bis zw 


Unzentrifugierbarkeit aufgespalten, d.h. also bis zu sehr wenigatomigen 
Teilstiicken. Aut diese Weise erklart sich die von uns zuerst mitgeteilte 
Beobachtung', daB nach ED. mit folgender | ,-Sattigung durch (Nh,),8O, 
fast kaum noch Albumin im Dialysat nachweisbar ist. Das Ammonsulfat 
hatte einen erheblichen Teil davon zerschlagen und cdheser die Dialysierhiilse 
freiwillig verlassen. . 

Diese Tatsachen kénnen kaum einen anderen EntschluB im Gefolge 
haben als den, die (NH,),SO,-Fallungsmethoden iiherhaupt zu um- 
gehen. Da bisher auf dem Wege iiber die ED. das Paraglobulin nicht 
vom Albumin getrennt werden kann, wird man entweder in Richtung 
einer weiteren Ausgestaltung der ED.-Methode die, das kann man 
nunmehr als gewiB aussprechen, noch die geringsten Veranderungen 
hervorruft zu arbeiten haben oder aber nach noch anderen Methoden 
sich umsehen miissen. Fir die zuerst genannte Mdglichkeit liegen 
gewisse Anhaltspunkte vor. 


Geht man aber so vor, da® man das native Serum mit (NH,),SO, 
zur Halfte sittigt, so erhalt man einen Niederschiag des Gesamt 
globulins, der nur in Salzlésung oder in Puffergegenwart léslich ist. 
Vermindert man den Salzgehalt iiber ein gewisses Mah, so trennt sich 
die Fraktion in zwei Teile. Es ist nur unter ganz bestimmten Um- 
standen moéglich, mit einer solchen, relativ stark gesalzten Substanz 
hiologische oder physikalisch-chemische Untersuchungen vorzunchmen, 
deren Ergebnisse dann auf das Globulinmolekiil beziehbar waren. 


Damit ist aber ein weiterer Punkt beriihrt werden, nanilich die 
Frage dev praktischen Bedeutung der Fraktionierung. Diese tritt 
durchaus gleichwertig den soeben abgeschlossenen theoretischen Er- 
orterungen an die Seite. Das durch ! ,-Sattigung mit (NH,),SO, 
gewonnene Protein ist, wie wir gesehen haben, infolge der Salzgegenwart 
praktisch so gut wie ohne Bedeutung. Dagegen gibt es eine ganze Reihe 
von Fallen, wo sich die Trennung in Eu- und Paraglobulin durchaus 
bewahrt hat und uns wertvolle Kenntnisse vermittelte. Es lassen sich 
durchaus klar die Griinde erkennen, die bewirken, daB sowohl die 
Polydispersitat wie auch die eventuelle Aufteilung des groben cinheit- 
lichen Globulinmolekiils (in Euglobulin- und Paraglobulinteil) véllig 
gleichgultig ist, vorausgesetzt, daB es jenes Globulinmolekiil iiberhaupt 
gibt. Fur diesen Fall aber greift die ED. durchaus nicht zerst6érend 
ein, wie aus der Literatur hervorgeht. Wenn man dann aber doch 
noch zur Fallung greifen muB, um Albumin vom Paraglobulin zu 
trennen, enthalt der Weg tiber die ED. doch weniger Manipulationen, 


' G. Ettisch, W. Ewig u. H. Sachsse, diese Zeitschr. 208, 147, 1929. 
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erspart also auch Zeit, beides Momente, die gerade nach den Bekundungen 
Svedbergs'! geeignet sind, besser definierte chemische Kérper zu liefern. 

SchlieBlich sei an dieser Stelle noch erwahnt, daB mit diesem 
Ergebnis ein Hinweis dafiir geliefert wird, welche Wirkung die Ent- 
fernung der Elektrolyte auf die Proteinmolekiile ausiibt. Schon oft 
ist unsererseits davon die Rede gewesen?, zuletzt auch noch in der 
vorstehenden Mitteilung. Man hatte aber fiir genauere Vorstellungen 
bisher keinen Anhalt. Jetzt scheint sich das Dunkel dank der U.-Methode 
etwas zu lichten. Die bei der ED. auftretenden Reaktionsverschiebungen, 
das wissen wir aus den Arbeiten von Ettisch und Mitarbeitern*, haben 
keine zerstérenden Wirkungen auf das Molekiil. Die nachgewiesen: 
Assoziation des Albumins bei der ED. ist also u. a. eine der Wirkungen, 
die der Salzentzug hervorruft. DaB demgegeniiber die Salzzufuhr bei 
der (NH,),SO,-Fallung das Gegenteil, nimlich starke Aufspaltung, her- 
vorruft, ist geurB interessant. 

Man darf also zusammenfassend feststellen: 

1. Die U.-Methode bedeutet eine auBerordentlich wertvolle Be- 
reicherung unseres methodologischen Arsenals. Sie hat uns schon viel 
gegeben, und manches noch ist von ihr zu erwarten. 

2. Die U.-Methode hat aber naturgemaéB auch ihre Grenzen. 

Sie kann ihrem Wesen nach Chemisches nicht direkt aussagen. 
Ihre groBe Bedeutung liegt in physikalischen Feststellungen. Halt 
man sich an diese, so haben die Verbesserungen der letzten Jahre fiir 
die Frage der Serumfraktionierung eindeutig zu dem Ergebnis gefiihrt. 
daB die ED. der Salzfaillung ebenbiirtig, wenn nicht iiberlegen ist. 
Hinsichtlich weiterer Aussagen sind die kommenden Verbesserungen 
der U.-Methode abzuwarten, sowie das Ergebnis weiterer Arbeiten. 


1 Th. Svedberg, J. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 1928. 

2 Ettisch u. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 

3 §.z. B. G. Ettisch u. G. V. Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931, sowie 
demnachst erscheinende Arbeiten. 
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Die Darstellung reiner Himoglobinlésung durch Elektrodialyse. 


Von 


G. Ettiseh und G. Groseurth. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23. September 1933.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Mit physikalisch-chemischen Arbeiten uber das Hamoglobin- 
molekiil beschaftigt, stellte sich die Notwendigkeit heraus, der Dar- 
stellungsweise dieses K6rpers Beachtung und Kritik zuzuwenden. 
Der EinfluB der Herstellungsweise wird bei Arbeiten mit Proteinen 
noch immer nicht geniigend beriicksichtigt, was gewif mic Schuld 
sein mag an der mangelhaften Chereinstimmung der Versuchsergebnisse 
der einzelnen Forscher. _ 

Von der Darstellungsmethode ist zuerst zu fordern, daB sie dus 
betreffende Molekiil auch wirklich, d.h. wnverdndert, liefert. Es dart 
nicht in willkiirlicher, nicht mehr zu definierender Weise verwandelt 
worden sein. In einem solchen Falle wiirde ja gar nicht mehr von 
einem bestimmten Proteinmolekul die Rede sein, und daher auch die 
ermittelten Erscheinungen nicht mehr auf ein solches bezogen werden 
kénnen!. Nun ist es gegenwiirtig noch nicht mdglich festzustellen, 
wann eine Verinderung schon eingetreten ist und wann noch nicht, 
da dafiir kein Erkennungsmittel vorhanden ist. Von Fall zu Fall gibt 
aber die zu untersuchende Frage die Méglichkeit, gewisse Bedingungen 
aufzustellen, die auf das Molekiil Bezug haben, und in denen zum 
Ausdruck kommt, in welch spezieller Richtung das Molekil bzw. dic 
Lésung keine Verdnderung aufweisen darf, Fir unsere Frage bestand 
die notwendige und zureichende Bedingung in unveranderter Sauerstoff- 
bindungsfahigkeit der Hamoglobinlésung. Im Zusammenhang mit 
dieser Grundforderung verlangen wir daher aus leicht erkennbaren 
Grinden die Erfillung der folgenden drei Bedingungen: 


1 In einer demnachst erscheinenden Arbeit werden wir zeigen kénnen, 
daB auf diesen Umstand tatsachlich nicht immer Riicksicht genommen 
worden ist. 
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1. Die Hamoglobinlésung soll eledtrolytfre? sein. 


sein 


2. Das Sauerstoffbindungsvermégen der Losung soll 100°, 
(100°, aktive Lésung). 
3. Die Lésung soll von einer Hamoglobinkonzentration sein, die der 


im Innern der roten Blutkérperchen entspricht 


Unter diesen Gesichtspunkten wurden die tiblichen Methoden der 
Hamoglobindarstellung auf ihre Brauchbarkeit untersucht. Die am 
hautigsten angewandte Methode ist die Reinigung tiber die Aristallisation. 
Man erhalt dabei aber bekanntlich keine reinen Kristalle, und selbst nach 
mehrmaligem Umkristallisieren erreicht man keine Elektrolytfreiheit '. 
AuBerdem haben Versuche mit der Ultrazentrifuge im Svedbergschen 
Laboratorium gezeigt, daB durch derartige Manipulationen die urspriing- 
lichen Fallungen Veranderungen erleiden*. Auch die anderen Forderungen 
werden nicht erfiillt. Weder sind die durch Kristallisation erhaltenen 
Hamoglobinlésungen l00°,ig aktiv hinsichtlich ihrer Sauerstoffbindungs- 
fahigkeit, noch lassen sich hochkonzentrierte L6sungen herstellen, ohne 
daB man das py erheblich nach alkalischer Richtung verschiebt. 

Bei der anderen haufig gebrauchten Art der Darstellung werden die 
Blutkérperchen mit Ather oder Toluol hamolysiert, und die so gewonnene 
Losung durch Dialyse gereinigt. Zwar erhielt Adair*® nach 3 bis 5 Tagen 
Losungen, die héchstens 5°, inaktives Hamoglobin enthielten, doch mul} 
man gegen die Behandlung mit Ather Einwendungen machen, da bekannt 
ist, daB andere EiweiBkoérper* wie auch Hamoglobin® hierbei denaturiert 
werden. 

Die einfache Dialyse ohne vorherige Hamolyse der Blutkérperchen 
fiihrt nicht zu dem gewiinschten Erfolg, well die Reinigung hierbei zu 
lange dauert ®. 

Die Elektrodialyse ohne vorherige Hamolyse der Blutkérperchen wurde 
zuerst von Stadie und Ross? angegeben. Sie gewannen aus Pferde- und 
Hundeblutkérperchen in 3 Stunden feuchte Kristalle, deren Loésung 100° 
aktiv war. Nach den obigen Erérterungen kénnen diese Autoren auf diesem 
Wege keine hochkonzentrierten Lésungen erhalten haben. Nicht so gut 
gelang ihnen die Darstellung von Hamoglobinlésungen aus Ochsen- oder 
Schafblut, da diese Hamoglobine bei zunehmender Elektrolytverarmung 
nicht mehr kristallisieren. Um in diesen Fallen eine brauchbare Héimo- 
globinlésung zu erhalten, muBte 6 bis 10 Stunden gegen kohlensaurehaltiges 
Wasser elektrodialysiert werden. Uber die Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration wahrend der Elektrodialyse sagen diese Autoren nichts 
aus. Da die Kationen sich nur schwer entfernen lieBen, ist anzunehmen. 
daB die Lésung im Verlauf der Dialyse stark alkalisch wurde. 


Die Verfolgung der py-Anderung wahrend der ED. ist aber un- 
bedingt erforderlich. Die Kenntnis allein des erreichten py-Endwertes 


F’. Haurowitz, Hoppe-Seylers Zeitschr. 178, 118, 1928. 

ve. Mutzenbecher, diese Zeitschr. 266, 226, 1933. 

GS. Adair, siehe Biol. Chem. 1925. 

Lepeschkin, Kolloidzeitschr. 32, 100, 1923. 

F. Haurowitz,, Hoppe-Seylers Zeitschr. 173, 275, 1928. 

J. Barcoft, The respiratory Funktion of the Blood. Cambridge 192s. 
Stadie u. Ross, J. of biol. Chem. 68, 231, 1926. 
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ist unzureichend: denn er muB aus rein” physikalisch-chemischen 
Grinden bei jeder Art von ED. zwischen etwa dem isoelektrischen 


1 
} Punkt des betreffenden Proteins und dem Wasserneutralpunkt (pu 7.0) 
. liegen. Zwischen dem vorgegebenen Anfangswert und dem zwangs- 
laufigen Endwert hei der ED. kann aber der pu-Verlauf beliebig sein, 
d. h. die Reaktion der Lésung kann beliebig weit ins saure oder alkalische 
; Gebiet gelangen, je nach der Art der ED.-Fiihrung. Wir kennen nun 
a. von anderen, demnichst mitzuteilenden Versuchen her die aubersten 
h pu-Werte, die nicht tiberschritten werden diirfen, ohne daB das Hamo- 
'. glohinmolekiil gut feststellbare Veranderungen erleidet. Bei einen: 
am pu von 6,1 wird eine reine Hamoglobinlésung innerhalb | Stunde um 
‘ 10°, inaktiv, bei einem py von 7,4 um 4,6°,. Damit sind die Grenzen 
7 abgesteckt. Die Aufzeichnung des py-Ganges gibt somit einen sicheren 
8- Hinweis 1. auf die Brauchbarkeit der erlangten Hamoglobinlésung 
- und daher auch 2. einen ftir die Verwendbarkeit der zur ED. benutzten 
ie Membrankombination. 
le Aus diesen Darlegungen geht wohl schon genigend deutlich hervor. 
. daS8 wir unseren Darstellungsweg tiber die elektrolytische Methodik 
3 wiahiten. 
rt Fiir Serum-ED. verwandten FKttisch und Ewig Kollodiummembranen. 
in denen Eiwei8kérper gelést oder die vorher mit solchen getriinkt waren. 
on Kttisch und J. A.de Loureiro! verwandten schlieBlich mit besonderem 
AAI Erfolg statt der EiweiBkérper Aminoséuren. Die Wirkung solcher Kollodium 
membranen beruht daraut, daB sie die Durchwanderungsgeschwindigkeit 
le der Anionen durch die anodische Membran und dadurch den py-Verlaut 
id in der Mittelkammer bestimmen. Vor der Kathode befand sich eine 


Membran aus Pergamentpapier. Niheres ist in der vorvoranstehenden 
™m Arbeit beschrieben. 


ws Der ideale Verlauf einer Elektrodialyse von Hamoglobinlosungen 
ng wire derart, daB in kiirzester Zeit Elektrolytfreiheit erreicht wiirde, 
O- und die Wasserstoffionenkonzentration allmdahlich vom Ausgangs- py 
“ der Lésung bis etwa zum isoelektrischen Punkt des Hamoglobins 
“i absinke. Die Geschwindigkeit der ED. bei gegebener Membran- 
n. kombination wird begrenzt durch die in der Mittelkammer auftretende 
Temperaturerhéhung. Die Erfahrung hat gezeigt, daB eine Temperatur 
n- von 27° erreicht werden darf, keineswegs aber eine héhere. Daher 
es war das Thermometer maBgeblich fiir noch zulassige Stromstarke und 
Spannung an den Elektroden. In Abstinden wurden Stichproben 
zur Messung der Wasscrstoffionenkonzentration entnommen, die wir 
mit der Wasserstoffelektrode im reduzierten Blot ausfiilirten. Nach 
Beendigung der ED. wurde mittels der Methode von van Slike 
>»s. 1G. Ettisch u. J. A. de Loureiro, diese Zeitschr. (s. die vorvorangehen«d: 
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und Hiller! der Gehalt an aktivem und inaktivem Hamioglobin § be- 
stimmt. 

Der Aufbau der benutzten ED.-Apparatur ist von Ettisch? triiher 
schon ausfiihrlich beschrieben worden. In der Regel verwandten wir Zellen 
aus Ton, die 250 cem faBten oder gelegentlich auch solche aus Glas fiir 
30 bis 50cem. Der Verlauf in beiden war nicht wesentlich verschieden. 
Als Stromquelle diente eine Batterie von 120 Volt. In der Abb. 1 ist der 
pu-Verlauf bei verschiedenen Membrankombinationen aufgezeichnet. 


Versuche mit verschiedenen Membrankombinationen, 
1. Zwei Pergamentmembranen (s. Abb. 1). 


Zunachst benutzten wir nach den Angaben von Stadic und Ross (1. c.) 
Pergament als kathodische und auch anodische Membran. Die erste 
ED., bei der lange Zeit hindurch die Temperatur der Mittelzelle 50° 
betrug, zeigte in den ersten 40 Minuten einen steilen Anstieg der 
pu-Kurve bis 8,4. Nach 3 Stunden ist der Wert px 6,9 erreicht, das 
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Abb. 1. 
Pu-Verliufe bei der ED. von Rinderblutkiérperchen zur Himoglobindarstellung. 


Hamoglobin aber noch nicht elektrolytfrei (Abb. 1A). Bei einem 
zweiten Versuch wurde die Stromstirke niedriger gehalten, so daB die 
Temperatur nicht tiber 27° stieg. Der pu-Anstieg ging diesmal nur 
bis pu 7,5. Nach 3 Stunden war der Wert 7,05 erreicht. Wahrend 
im ersten Falle offenbar infolge der starken Alkalisierung sowie Tem- 
peraturerhéhung das Hamoglobin nur 80%, aktiv war, war es im letzten 
100 %ig aktiv nach 3 Stunden, aber noch nicht elektrolytfrei (Abb. 1 B). 


2. Kathodische Pergament- und anodische Kollodiummembran. 


Durch Ausgie8en von Kollodiumlésung auf einer Glasplatte wurde 
eine Kollodiummembran hergestellt (Trockendauer 1/, Stunde) und 


1 van Slyke u. Hiller, J. biol. Chem. 84, 203, 1929. 
2 In Rona, Prakt. d. physiol. Chem. 2, Berlin 1929. 
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diese als anodische Membran benutzt. Bei den Versuchen von £ttisch 
und Ewig! zur Serum-ED. zeigte sich bei dieser Membrankombination 
eine starke Reaktionsverschiebung ins saure Gebiet. Bei unseren 
Versuchen fiel das py erst etwas ab, stieg aber nach 70 Minuten bis 7,42, 
um nach 1S!) Minuten eine Sauerung bis 6,38 zu ergeben. Der anfangliche 
Abfall ist vorauszuschen, denn der Blutkérperchenbrei enthalt vom 
Auswaschen her noch NaCl-Lésung eingeschlossen. Der nachfolgende 
Anstieg erst geht offenbar auf Kosten der im Erythrocyten enthaltenen 
andersartigen Elektrolvte. Die Kollodiummembran besa} einen dicken 
EKiweibbelag und wurde gegen SchluB immer undurehlissiger. Man 
erhielt daher niedrige Stromstarkewerte, obwohl noch hohe Elektrolyt 
konzentration in der Mittelkammer vorlag (Abb. 1 C). 


3. Trdnkt man eine Kollodiwmmembran mit Hamoglobin 


und setzt sie vor die Anode, waihrend vor der Kathode die Pergament- 
membran verbleibt, so zeigt die ED. cinen Gang ins alkalische Gebiet 
bis zu pu 7,8. Damit erwies sich die Haimoglobinmembran als un 
brauchbar auch fiir unsere Zwecke? (Abb. 1 D). 


!. Eieralbumin-Kollodiummembran auf der anodischen, Perqgamentmembran 
auf der kathodischen Seite. 

Die Eieralbuminmembran wurde so dargestellt, daB feinpulveri- 
siertes Eieralbumin (Merck) in Membrankollodium § geschiittet und 
die triibe Lésung ausgegossen wurde. Sie hatte sich bei der ED. des 
Serums als sehr brauchbar® erwiesen. Bei unseren Versuchen zeigte 
sich zuerst ein geringer Anstieg ins Alkalische bis 7,24 und nach 
2 Stunden ein Absinken auf pu 64: nach 4 Stunden py 6,63 und 
Elektrolytfreiheit. Die Losungen waren 90 bis 98% aktiv. Auf der 
Membran setzte sich nach einiger Zeit ein dicker Belag fest, der diese 
gegen Ende der Dialyse verstopfte und der dauernd abgekratzt werden 
muBte (Abb. 1 E). 


5. Glykokoll-Kollodiummembran als anodische, Pergamentmembran als 
kathodische Membran‘. 

Mit dicser Kombination gelang es, innerhalb von 2 bis 3 Stunden 
aus Blutkérperchen 25 bis 30°, Hamoglobinlésung herzustellen, die 
100 °,ig aktiv war, und zwar aus Ochsenblut oder Menschenblut (Abb. 1 F). 
Auch kristallisiertes P/erdehimoglobin konnte aus ziemlich elektrolyt- 
freier L6sung damit gewonnen werden. 


' Kttisch u. Ewig, diese Zeitschr. 216, 401, 1929. 

2 G. Ettisch u. W. Ewig, diese Zeitschr. 200, 250, 1928. 

3 Dieselben, ebenda 195, 175, 1928. 

4 Siehe hierzu auch G. Ettisch, G.H.Sachsse u. W. Beck, diese Zeitschr. 
230, 77, 1931. 


Biochemische Zeitschrift Band 266. 29 





446 G. Ettisch u. G. Groseurth: 


Etwa 0,5 g feinpulverisiertes Glykokoll (Kahlbaum) wurde in Ather- 
Alkohol-Kollodium gegossen, die Lésung umgeschiittelt und !/, Stunde 
stehengelassen, bis sich die gréberen Teilchen abgesetzt hatten. Dann 
wurde die triibe Lésung auf eine Glasplatte ausgegossen und etwa 
1/, Stunde trocknen gelassen. Hiermach wurde die ganze Platte in 
Wasser gelegt und in diesen die Membran vorsichtig abgelést. Die zu- 
sammengesetzte Dialysierzelle. in der vor einer als Anode dienenden 
Platinelektrode die Glykokoll-Kollodiummembran und vor einer als 
Kathode dienenden Kupferdrahtelektrode eine Pergamentmembran lag. 
wurde zunichst mit destilliertem Wasser gefiillt, umd dieses so lange 
laufen gelassen, bis bei 120 Volt Spannung die Stromstarke 20 Milliamp. 
zeigte (d.h. etwa '/, Stunde). 

Der zur Herstellung der Hamoglobinlésungen verwendete zentri- 
fugierte Blutkérperchenbrei wurden vor der ED. zur Entfernung der 
Serumproteine viermal mit 1°%iger NaCl-Lésung ausgewaschen und 
erst dann in die Mittelkammer eingefiillt. Im Anfang der ED. wurde, 
um einen zu starken Temperaturanstieg zu verhindern, mit einem 
Schiebewiderstand die Stromstirke auf etwa 400 Milliamp. gedrosselt. 
Der Widerstand wurde weiterhin so reguliert, daB die Temperatur 
nicht iiber 27° stieg. Nach 20 Minuten wurde die Lésung lackfarben, 
und ein Teil der Stromata bzw. Blutkérperchen ballte sich zu kleinen 
Kliimpchen. Nach etwa 1'/, Stunden, wenn ein pu-Wert von etwa 6,8 
erreicht war, traten gelegentlich Spuren von Farbstoff, die sich spektro- 
skopisch als Hamoglobin erwiesen, durch die Pergamentmembran 
hindurch. Nach 2 bis 3 Stunden zeigte die Stromstarke einen kon- 
stanten Wert, der dem in derselben Kammer gemessenen Wert von 
destilliertem Wasser gleich war. 

Die pu-Kurve fallt vom Ausgangswert kontinuierlich ab, bis in 
die Nihe des isoelektrischen Punktes. Der py der endgiiltigen Losungen 
schwankt zwischen 6,6 und 6,8. 

Nach SchluB8 der Elektrodialyse wurde die Lésung !), Stunde 
lang hochtourig zentrifugiert, wonach die Lésung dann vollkommen 
von Blutkérperchenresten befreit war. Die iiberstehende Haimoglobin- 
lésung hatte die Farbe von frisch hamolysiertem Blut und war 100 °,ig 
aktiv. Der Eisengehalt entsprach dem Hémoglobineisen. Die Kon- 
zentration der erhaltenen Hamoglobinlésungen unterschied sich nur 
unwesentlich von der Konzentration des Himoglobins im Blutkérperchen- 
brei. Er schwankte bei Rinderblut zwischen 25 und 31%. In dem 
Bodensatz lieBen sich nach Zusatz von Kochsalzlésung unter dem 
Mikroskop noch zahlreiche Blutkérperchenschatten und _ teilweise 
richtig konturierte Blutkérperchen nachweisen. 

Die durch Elektrodialyse mit der Glykokoll-Kollodiummembran 
hergestellten Hamoglobinlésungen entsprechen also vollkommen den 
oben aufgestellten Anforderungen. Wie wir in spiateren Arbeiten be- 
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richten werden, unterscheiden sich so dargestellte Hamoglobinlésungen 
in ihrem physikalisch-chemischen Verhalten wesentlich von den nach 
anderen Methoden dargestellten. 


Zusammenfassung, 


1. Es werden die Bedingungen angegeben, die die Darsiellungs- 
weisen Von Hamoglobinlésungen, wie sie fiir bestimmte Zwecke erforder- 
lich sind, erfiillen miissen. 

2. Die Methode der Elektrodialyse hat sich als die brauchbarste 
erwiesen. 


3. Wurde hierbei eine Glykokoll-Kollodiummembran vor die 
Anode, eine Pergamentmembran vor die Kathode gesetzt, so erhielt 
man nach etwa 2! , Stunden aus Blutkérperchenbrei eine Hiimoglobin- 
losung, die den aufgestellten Bedingungen entsprach. 








Uber eine aus Pankreas 
gewonnene blutzuckererhéhende Substanz. 


Von 


H. Tangl und F. Than. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitaét Budapest.) 


(Eingegangen am 25, September 1933.) 


In der Literatur finden wir zahlreiche Arbeiten, die iiber eine initiale 
hyperglykamische Wirkung des Insulins berichten. Die verschiedenen 
Insuline des Handels sind jedoch nach Birger (1931), vom pharmakolo-* 
gischen Standpunkte aus, nicht identisch. AuBerdem ist die Steigerung . 
der Blutzuckermenge von verschiedenen Faktoren abhangig. So wird 
die Steigerung beeinfluBt von der Menge des verabreichten Insulins ; 
und vom Ort der Insulinverabreichung, wobei die gréBte Wirkung bei 
intravenéser Gabe in die Pfortader beobachtet wurde. Ferner spielt 
hierbei auch der Glykogengehalt der Leber eine Rolle. Da jedoch 
diese Steigerung der Blutzuckermenge nach Gaben von kristallisiertem 
Insulin nicht zu beobachten ist (Birger und Kramer, 1930), folgt, daB 
diese Wirkung nicht vom Insulin selbst herstammt, sondern durch 
einen dem Insulin anhaftenden Stoff verursacht wird. Dieser Stoff 
kann entweder im Pankreas selbst entstehen oder wahrend der chemischen 
Aufarbeitung der Bauchspeicheldriise als Kunstprodukt zustande 
kommen. Birger erhielt diesen Stoff aus Insulinpraiparaten, in denen 
er das Insulin durch 30 Minuten langes Erhitzen in 0,02 n Na,CO,- 
Lésung inaktivierte. Dieser so gewonnene Stoff verursachte, in der 
Menge von einer Einheit pro Kilogramm verabreicht, eine Steigerung 
der Blutzuckermenge um 19%. Das Maximum der Wirkung zeigt 
sich 5 Minuten nach der Injektion, und in 15 Minuten ist die Hyper- 
glvkimie abgeklungen. DaB der Hyperglykimie erzeugende Stoff 
kein Spaltprodukt des Insulins ist, geht daraus hervor, daB das inakti- 
vierte kristallisierte Insulin, in die Mesenterialvene injiziert, keine 
hyperglykimische Wirkung ausiibt. Es wurde auch die Meinung ge- 
aiuBert, daB die besprochene initiale Hyperglykamie durch Adrenalin- 
ausschiittung verursacht wird, doch verhindert die Entfernung beider 
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Uber eine aus Pankreas gewonnene blutzuckererhOhende Substanz. 


Nebennieren das Zustandekommen der Blutzuckersteigerung nicht. 
Es scheint auch nicht ausgeschlossen, da das Insulin ein aus mehreren 
spezifisch wirkenden Faktoren zusammengesetzter, nicht einheitlicher 
Koérper ist (Gentile, 1926): nach der Ansicht von Lombroso (1924) er- 
zeugt das Pankreas auch ein anderes Hormon, das spezifisch den Fett- 
abbau reguliert. Die besprochenen Angaben veranlaBten uns zur Prifung 
der Frage, ob nicht aus dem Pankreas ein Hyperglykamie erregender 


Stoff gewonnen werden kénnte. 


Darstellung des Stoffes. 


Wir stellten uns die Aufgabe, den Stoff méglichst so aus dem 
Pankreas zu extrahieren, da die gewonnene Lésung kein Insulin 
enthalten soll. Nach Versuchen mit mehreren Lésungsmitteln fanden 
wir, daB8 zu unseren Zwecken Tetrachlormethan am besten geeignet ist. 
Dieses L6sungsmittel wird auch bei einigen Insulindarstellungsmethoden 
zur Trennung und Reinigung verwendet. Aus dem mit angesiuerten 
Tetrachlormethan gewonnenen Extrakt schiittelten wir die wirksame 
Substanz mit Wasser aus. Die neutralisierte wasserige Schicht wurde 
hei 40° C eingetrocknet. Aus 3 kg Pankreas gewannen wir 0,1 bis 0,8 g 
Extraktstoff. Der auf diese Weise gewonnene Stoff lést sich leicht in 


Alkohol und Chloroform. 


Versuchsanordnung. 


Die Versuche fiihrten wir mit dem so gewonnenen Stoff an Hunden 
aus, die vor dem Versuch 24 Stunden lang gehungert hatten. Von einer 
ungefahr 1°,igen Lésung wurden 10 ccm intrakardial verabreicht und der 
Blutzucker vor: und mehrmals nach der Injektion nach Hagedorn-J ensen 
bestimmt. Die Ergebnisse einiger diesbeziiglichen Versuche bringen wir 
in der Tabelle I. 

Tabelle I. 





Blutzucker in mg-° » 


Experiment 
“ Bemerkungen 
Nr. Normal 10Min. 20Min. 30Min. 40 Min. 
1 79 128 110 8 6cem der Lisung intrakardial. 
2 78 140 177 153 — 
3 89 _ 218 - 225 
4 76 160 108 1l0cem der Lisung 
5 73 150 140 intrakardial. 
6 109 191 133 93 —_ | 
7 86 193 
8 92 — 132 132 l0ecem der Lisung subcutan. 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich, waren unsere auf diesem Wege 


hergestellten Praparate wirksam. Durch den von uns gewonnenen 


Stoff wurde die Blutzuckermenge gleich nach der Verabreichung jah 
in die Héhe getrieben, wobei die Steigerung meist 100 bis 150°, aus- 
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machte. In zwei Fallen wurde sogar eine 200° ,ige Steigerung erreicht. 
Das Maximum der Wirkung zeigte sich in 20 bis 30 Minuten, doch kann 
eine Steigerung auch nach einigen Stunden noch nachgewiesen werden. 
Wir verabreichten den Stoff auch subcutan und fanden ihn auch so 
wirksam, doch war dann die Erhéhung der Blutzuckermenge nicht so 
groB, immerhin dauerte sie aber langere Zeit an. 

Experimentell kann Hyperglykiimie dadurch erzeugt werden, daB 
parenteral Zucker in den K6rper eingefiihrt wird, sodann durch direkte 
oder indirekte Reizung des Zentralnervensystems, durch pharmakologische 
Agenzien, durch Elektrolyte (Kalksalze), sowie durch subcutane Adrenalin- 
wirkung. Auch einige Hypophysenpraparate erzeugen Hyperglykiémie. 
Von den uns bisher bekannten blutzuckererhGhenden Substanzen unter- 
suchten wir die Wirkung des Cholins und des Histamins auf den Blutzucker, 
da eine Wirkung von seiten dieser Kérper in unseren Extrakten nicht 
ohne weiteres ausgeschlossen werden konnte, und erhielten hierbei folgende 
Ergebnisse. 


Tabelle Il. 





Blutzucker in mg-°', 


Experiment 
FE a Le a a mee aD . Bemerkungen 
Nr. Normal 10 Min. 20Min. 30Min. 40 Min 
1 92 o= 126 — 91 Histamin 2 mg intrakardial. 
2 90 — 116 —_— $2 Cholin 6 eg intrakardial. 


Wir erhielten also die selben Resultate wie Dresel (1923). sowie 
Lang und Vas (1928), die nach Cholingaben eine kurzdauernde Hyper- 
glykamie fanden. Ahnlich berichtet Cannavé (1927), daB das Histamin 
die Blutzuckermenge erhéhe, jedoch wurde der Normalwert bereits nach 
20 Minuten wieder erreicht. Zur Kontrolle untersuchten wir die Wirkung 
des Cholins, Histamins und unseres blutzuckersteigernden Stoffes auch 
auf den Blutdruck. Nach der Gabe von 0,06 g Cholin oder 0,002 g Histamin 
wurde schon eine gréBere Blutdrucksenkung erreicht, im Gegensatz zu 
unserer Substanz, die selbst in der Menge von 0.16 g verabreicht keine 
.Wirkung auf den Blutdruck ausiibt. Auf Grund des Ausfalles dieses Versuchs 
kénnen wir auch die Wirkung des Adrenalins ausschlieBen, da ja nach 
einer so groBen Gabe keine Blutdrucksteigerung beobachtet wurde. Sicher- 
heitshalber bedienten wir uns der Vulpianschen Reaktion und des Ver- 
fahrens am ausgeschnittenen Froschauge. wobei beide Versuche zu negativem 
Ergebnis fiihrten. Da die blutzuckersteigernde Wirkung des Cholins und 
des Histamins viel geringer und von kiirzerer Zeitdauer war. glauben wir 
aussagen zu diirfen, daB die mit unserem Stoff erzielte Wirkung wahr- 
scheinlich nicht durch die Anwesenheit dieser Substanzen in unseren 
Extrakten hervorgerufen wird. Auch fiihrten wir einen Kontrollversuch 
mit Tetrachlormethan aus, um zu erfahren, ob nicht dieser Stoff ode: 
irgendeine Verunreinigung desselben die Wirkung verursacht. Dieser 
Versuch verlief jedoch ebenfalls negativ. 

Wir untersuchten auch die Frage, ob die blutzuckererhGhende 
Substanz unserer Extrakte nicht auch in der Leber zu finden ist. Die 
auf demselben Wege gewonnenen Leberextrakte zeigten jedoch keine 
Wirkung. 
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Aus den Versuchsergebnissen ist somit mit Wahrscheinlichkeit 
zu folgern, dab das Pankreas einen Stoff erzeugt, der die Menge des 
Blutzuckers erhéht. 

Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode beschrieben, durch die es gelingt, aus dem 
Pankreas einen Stoff herzustellen, der eine Erhéhung der Blutzucker- 
menge um 100 bis 200°, bedingt. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkas 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlage sind wir ihm zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 
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Uber die Membranpotentiale von Peroxydasen und Oxydasen 
im Gleichgewicht mit Metallionen. 


Von 
M. Padoa und G. Tedeschi. 


(Aus der K6niglichen Hochschule fiir industrielle Chemie in Bologna.) 


(Eingegangen am 29, Se ptember 1933.) 


Es ist bekannt, daB die Peroxydasen und die Oxydasen in 
ihrem Molekiil Metallatome (Fe, Mn)! enthalten, die nach Auf- 
fassung mehrerer Autoren die Funktion der Sauerstoffiibertragung 
haben, wobei ihre veranderliche Valenz maBgebend ist. Sehr 
wahrscheinlich miissen die Eisen- und Manganatome im _ I[onen- 
zustand vorhanden sein, um als Sauerstoffiibertrager wirksam zu 
sein und von dem Medium aufgenommen zu werden, in dem sich 
das Enzym befindet?. 


Aus den Forschungen Donnans* ist bekannt, da die Un- 
durchlissigkeit einer Membran gegen’ irgendeine Jonenart Ur- 
sache von Potentialdifferenzen sein kann. Tatsachlich betrachten 
wir eine das Salz von M’ enthaltende Lésung einer kolloidalen 
Saure als eine solche, die weder in ihrem ionisierten, noch in 
ihrem undissoziierten Molekularzustand eine bestimmte Membran 
durchdringen kann; eine zweite Lésung, die MCl-Salz enthalt, kann 
z. B. von der ersten durch die obenerwaihnte Membran getrennt 
werden. 


! F. Haber u. R. Willstatter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 64, 2844. 1931. 
G. Bertrand, C.r. 124, 1032, 1897. 

2 Derselbe, C.r. 124, 1032, 1897. 

3 F.G. Donnan, Zeitschr. f. Elektrochem. 17, 572, 1911. 
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Membranpotentiale usw. 453 


Das System ist durch folgendes Schema dargestellt : 





M M 
R Cl 
1 2 


bei dem FR das Kolloidanion darstellt. 

Dieses Anfangsstadium des Systems andert sich wegen der lLonen 
verteilung durch die Membran bald und hat eine Verteilung zur Folge. 
die wir qualitativ auf folgende Weise darstellen: 





M* M* 
R Cl 
Cl 

1 2 


Da beiderseits Elektroneutralitat vorhanden sein mu. ergibt sich 
einerseits 
[M°}, [Ch], + [RJ 
und andererseits 


iwi, = (cri. 


Bei erreichtem Gleichgewicht wird daher 


[M*], # [M*]y und [Cl], # [CI], 
sein. 

Da wir das System im Gleichgewicht ansehen, wissen wir von der 
Thermodynamik her, daB die isothermisch und reversibel erzielbare maximale 
Arbeit der Uberfiihrung einer unendlich kleinen Menge der Tonen M’ 
der maximalen Arbeit der reversiblen Uberfiihrung einer gleichen lonen- 
quantitat von Cl’ in derselben Richtung entsprechen muB, und zwar 


[Cl-], 
[Cci-},’ 


M*], : 
dn RT log, a = —dn RT log, 
Mo}; 


daher werden wir im Gleichgewicht 


(M*}, (cl }, [M*], [Cl], 


haben. 

Die oben erwahnte Ungleichheit der Llonenkonzentrationen ruft einen 
Potentialsprung hervor, der auf der Membran lokalisiert gedacht wird 
und durch folgende Formel auszudriicken ist : 

R 


yd Y 
p 8. 


[Me], 
[M’, 


Es ist klar. da®B alle Kationen und bzw. die Anionen sich im gleichen Ve1 
haltnis wie die Ionen M~ bei Cl” zu beiden Seiten der Membran ansetzen, 
und sich daher 

[M*], {H*], 
[M*], [H*], 


ergibt. 
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Es ist so auf Grund von zwei GroBen von py zu ersehen, ob sich auf 
Basis der folgenden Gleichung ein Membranpotential ergibt : 


RT IM’ |, RT 


pS (ut), ~ FP Pm) 


In diesem Beispiel hatten wir notwendigerweise : 
[Mt], ~ [M*h, 


doch wenn, statt eines Kolloidsiuresalzes, ein Kolloid, das vorziiglicher- 
weise zur Absorbierung des Ions M* geeignet wire, verwendet wiirde, hatte 
sich jedenfalls 

[M*], < [M*], 
ergeben. 

In dem Falie der von uns betrachteten Enzyme lehrt die Erfahrung, 
daB hier ein Gleichgewicht zweiter Art vorliegt. Aus den friiheren 
Forschungen hat sich auch ergeben, da die verschiedenen Metall- 
ionen auf die Enzyme mit variablen Einfliissen wirken kénnen. Z. B. 
zeigt sich bei der Peroxydase bei Zufiigung von Fe** keine Erhéhung 
der Peroxydaseaktivitat (es stellt sich vielmehr nach unseren Er- 
fahrungen eine Verminderung ein), wahrend die Oxydase mit Mn** 
ihre Aktivitaét erhdht. 


Um das Vorhandensein des Enzyms festzustellen, haben wir uns 
der Oxydierungsreaktionen des p-Phenylendiamins und des Naphthols 
bedient, das eine intensiv violette Farbung hervorruft. Im Verlauf 
der Versuche mit der Peroxydase haben sich Schwierigkeiten ergeben, 
die uns veranlassen, unsere Forschungen fortzusetzen und zu erganzen. 
Die Studien mit der Oxydase haben jedoch befriedigende Resultate 
gezeitigt, die wir nun mitteilen. 


Versuche mit der Oxydase. 
Wir haben das Membranpotential, das durch Praparate von Oxydase 
im Gleichgewicht mit Mn’’-lonen dargestellt wird, untersucht. Die 
benutzten Praparate wurden nach dem Bertrandschen Verfahren (I. c.) 
aus Medicagv Sativa zur Bliitezeit gewonnen. 


Einige Kilogramm Medicago Sativa, zu Beginn der Bliitezeit ge- 
sammelt, werden rasch ganz fein gerieben und in der Presse gepreBt. Zu 
diesem Zwecke haben wir eine hydraulische Miniaturpresse herstellen 
lassen, die vortreffliche Dienste leistete. Der mit Chloroform gesiattigte 
Saft wurde im Dunkeln zum Koagulieren gebracht. 24 Stunden spiater 
wurde der Saft filtriert, mit 2!/, Volumen Alkohol versetzt, der Niederschlag 
abgetropft, hierauf mit wenig Wasser wieder aufgenommen. Die tolgende 
Filtrierung ergab eine klare, blaBgelbe Fliissigkeit, von der sich mit einem 
AlkoholiiberschuB (ungefahr 5 Volumen) weiBe, leicht trennbare und wasser- 
lésliche Flocken absonderten. 
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Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle I dargestellt: 


Tabelle I. 








Anfangsstadium des Systems PH pe on 
Ne. |-— $$ Std. £0 —) Druck | yy; ' = 
innerhalb der auBerhalb der inner- aufer-| in cem | “volt 
Membran Membran halb halb H,0 
1 20 ceem Mn 22 23 5,28 | 5,28 0,5 0 
2 24 | 20) 5,85 | 5,35 1,5 0 
3 ais 24 | 20) 535 | 5,35 1,5 0 
4 oe 10. M 22 21 694 601 1,3 1,76 
5 +10 " H 4 22 21 6,05 | 6,05 1,4 0 
6 ¥ 3 22 21 6,05 | 6,01 1,4 2,35 
- 5 , E. s | a7 49 =P) . 
1 4k * oe 16/17 612 612 15 0 
8 10 , E. 20 , Mn 24/28 612 6,01 0,5 6,6 
9 0... E 20 , Mn 24 | 28 6,16 | 6,10 0,3 3,6 
| S . &. 10, Ma il a | 9 or T an 8 
10 45. th +10 7 HO || 15 | 20 635 6,15 Ra 11,! 
11 10 , E. 20 , Mn 24128 6,42 | 6,22 0,5 11,74 
12 Oo . &. 20 , Mn 22 | 23, 6,64 | 5.97 0,5 33,45 
¢ ' . 6 Mn =) 9 REG 20 
g | . 24 | 99 9 9 ‘ 
13 » E. 1 +9. HO | 24 | 22 || 7,21 6,56 2.5 38.1 
14 6 . £. 20 , Mn 22 | 28 7,68 | 7,39 0,5 14,1 
Mn = Losung von MnSO, Mol/1000; E. = Enzympraparate in Wasser gelost. 


Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daB bei py von unter etwa 6,2 
das Enzym keine Membranpotentiale aufweist, wahrend diese bei 
pu 7 ausgepragter auftreten (bis zu etwa 40 Millivolt). 

Bei Proben mit px tiber 7 verringert sich das Membranpotential 
wieder, was auf die Koagulation des Enzyms zuriickzufiihren ist. Auf 
Grund der beobachteten Tatsachen haben wir angenommen, daB das 
Mangan adsorbiert oder auf irgendeine andere Weise von dem iiber 
pu 6,2 gelegenen Enzym fixiert werden kénnte, wihrend mit sauerem py 
eine Art Hydrolyse erzielt wiirde. Es war daher vorauszusehen, dab 
auch die Eigenschaft des Mangans, die Aktivitaét der Oxydase zu er- 
héhen, durch die Veraénderung des py variiert wurde und daB sie bei 
pu 6,2 aufhére. Wir haben diesbeziigliche Experimente durchgefiihrt, 
und unsere Annahmen haben sich vollstandig bestatigt: es konnte 
auch festgestellt werden, da} bei px unter 6,2 die Aktivitat der 
Oxydasepraparate bei Anwesenheit von Mangan vermindert wird. 

Durch Beobachtung der Farbintensitaét, die durch die Indophenol- 
bildung bei der Einwirkung der Oxydase auf «-Naphthol und 
p-Phenylendiamin bedingt wird, haben wir die enzymatische Aktivitat 
bestimmt. Der Vorgang ist folgender: 


Zu 100 ccm destilliertem Wasser werden | cem m/1000 MnSO,, 1 cem 
einer im Augenblick des Experiments zu gleichen Teilen gemischten wasserigen 
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1°, igen Lésung von p-Phenylendiamin, und eine 1°,ige wasserig-alkoho- 
lische Lésung von x-Naphthol sowie 2 com Enzymextrakt gesetzt. 5 Minuten 
spiiter werden 50 cem der Lésung mit 50 cem Athylather extrahiert und die 
Farbintensitat mit dem Kolorimeter bestimmt. Die iibrigen 50 cem 
dienen zur potentiometrischen Bestimmung des py. 

Daneben wird unter gleichen Bedingungen eine Kontrollprobe  vor- 
genommen, in der jedes Kubikzentimeter MnS8 O,4-Lésung durch lLeem H,O 
ersetzt wird. Die Differenz in der Intensitaét der Farbung zwischen den 
beiden Proben zeigt die beeinflussende Wirkung des Mangans auf die oxy- 
datische Aktivitaét entsprechend den verschiedenen Werten des py. 

Wir haben zahlreiche Versuche angestellt, in dem wir das px durch 
Zusatz einiger Tropfen verdiinnter Essigsiure oder Ammoniak ver- 
anderten. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung haben wir uns des Pulfrich-Photo- 
meters der Firma Zeiss bedient, indem wir hierzu das Filter ..L. II" des ge- 
nannten Apparates verwendeten. 

In der Tabelle IT sind neben den px die Extinktionskoeffizienten A 
der gefirbten Lésung angegeben, die der Konzentration des sich 
bildenden Indophenols proportional sind. 


Tabelle II. 





Nr. Pu k, Probe mit Mn Kk» Kontrollprobe Ky hy 
1 5,8 0.1935 0,195 — 0,0015 
2 6,15 0,186 0,2039 0,0179 
3 6,35 0,195 0,2008 — 0,0058 
4 6,42 0,186 0,195 0,099 
5 6,7 0,226 0,2065 0,0195 
6 6,9 0,296 0,226 0,07 
7 7,2 0.4365 0,387 0,0495 


Die Hauptschwierigkeit bei diesen Experimenten besteht in dem 
Auffinden des richtigen Verhaltnisses zwischen den Ionen M” und 
der Enzymmenge, da, wenn das Mangan in zu geringer Menge vor- 
handen ist, es selbstverstandlicherweise nicht so ergiebig ist, als wenn 
es in richtiger Menge vorhanden ist; ist es andererseits im CberschuB 
vorhanden, wirkt es schadlich auf das Enzym, indem es seine Aktivitat 
vermindert. : 

Tatsachlich kennen wir die Menge des Enzyms nicht: wir kénnen 
lediglich trachten, es durch seine Aktivitét zu bestimmen, indem sie 
immer zu gleichen Bedingungen gemessen wird. 


Um quantitativ reproduzierbare und genaue Experimente durch- 
zufiihren, miBte in genau gleichen Verhaltnissen und bei Verwendung 
der gleichen Enzymmenge experimentiert werden. Dann kénnte mit 
mathematischer Genauigkeit festgestellt werden, bei welchem px das 
Mangan aufhért als positiver Katalysator zu wirken. Aus selbst- 
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verstandlichen Griinden ist dies jedoch unméglich, und wir miissen uns 
mit der Feststellung zufrieden geben, daB diese py-Grenze sich zwischen 
6,2 und 6,4 befindet. Andererseits tritt, und dies ist wichtiger, bei py 
zwischen 6,8 und 7 (d. i. das pu der Oxydase in natiirlichem Zustande) 
das Phanomen in voller Klarheit auf und kann von dieser Tatsache 
her Licht auf den Katalysenmechanismus dér Oxydase fallen. 

Aus diesen Resultaten glauben wir darauf schlieBen zu kénnen, 
daB die Ionen-Enzymkomplexe, in unserem Falle Mn’’-Oxydase, in 
charakteristischer Weise im umgekehrten Sinne wie die isolierten 
Mn’’-Ionen funktionieren. was nochmals! zugunsten der Theorie ge- 
deutet werden mag, nach welcher die Oxydase wie eine Dehydrase 
wirkt. 

Ein weiterer und interessant erscheinender Punkt ist die Deutung 
der Ursache fiir die besonders starke Wirkung der Oxydase bei Vor- 
handensein von Mangan auf das px im ungefahren Wert von 7; wenn 
dies hier auf die Bildung von Mn’’-Oxydasekomplexen zuriickzufiihren 
zu sein scheint, so ist in anderen Fallen, wo die Enzyme in bestimmten 
pu-Bereichen (wie z. B. die Ricinuslipase) wirken, anzunehmen, dab 
dies auf die unter diesen Bedingungen vorhandene Stabilitat der 
besonders aktiven Komplexe, die nicht unbedingt lediglich aus Ionen- 
enzymen bestehen missen, sondern auch aus anderen Substratsubstanzen 
dargestellt sein kénnen, zuriickzufiihren sei. 


! Siehe auch die von .W. Padoa u. N. Nerozzi (diese Zeitschr. 2638, 375. 
1933) uber Oxydations-Reduktionspotentiale in Peroxydasepraparaten et 
zielten Resultate. 








Uber die chemische Natur des Thrombins. 


Bemerkung zu den gleichnamigen Arbeiten von A. Fischer, diese Zeitschr. 
264, 169—191, 1933. 





Von 
Fr. Kraus und H. J. Fuehs. 


(Eingegangen am 17. September 1933.) 


A. Fischer kommt am SchluB dieser Arbeiten unter anderem zu dem 
Ergebnis, ,,daB in den Gewebsséften alles vorhanden ist, was fiir die Aus- 
lésung der Gerinnung von Blutplasma nétig ist‘ (wobei er den extrahier- 
baren Teil als identisch mit Thrombokinase oder Cytozym, den EiweiB- 
anteil mit dem Prothrombin darstellt).. Die gleiche Auffassung ist von uns ] 
bereits im Jahre 1929* zum Ausdruck gebracht worden, was Fischer iiber- 
sehen zu haben scheint: ,,im Muskel ist neben dem bereits bekannten 
thermostabilen Cytozymphosphatid auch thermolabiles Prothrombin vor- 
handen, das mit dem Prothrombin des Blutes ebenfalls betreffend Kom- 
plementmittelstiickfunktion iibereinstimmt*’. Die Beweisfiihrung von 
Fischer steht aber aus folgendem Grund im scharfen Gegensatz zu unserer: 
es ist ihm entgangen, daB der Nachweis von Thrombin ebenso wie die Aus- 
wertung einer Thrombinlésung an einem nativen Plasma, das samtliche zu 
seiner spontanen Gerinnung notwendige Komponenten (im stabilen Gleich- 
gewicht!) enthalt, von vornherein ausgeschlossen ist —ein Irrtum bei seinen 
Experimenten, der ihm nicht unterlaufen wire bei Beriicksichtigung der 
-von Alexander Schmidt, L.C. Wooldridge u.a. hinterlassenen klassischen, Y 
noch heute anerkannten Werke. 

Diese Klarstellung erscheint erforderlich, um unsere Untersuchungen 
von denen Fischers scharf zu trennen. Wiirde diese Scheidung unterbleiben, I 
so kénnte der leicht zu erbringende Nachweis der Unrichtigkeit der Fischer- 
schen Beweisfiithrung auch auf unsere Arbeiten iibertragen werden. 


* Zeitschr. f. exper. Med. 64, 583; 68, 245, 
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